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ABSTRAKT

V diplomové préci jsem se zabyvala vlivem casu pfi hydrolyze kvasni¢né biomasy vznika-
Jici pi1 vyrobé piva na velikost hydrolyzovanych molekul. Hydrolyza byla provadéna kyse-
lou cestou. Teoretickd Cast popisuje zdkladni chromatografické metody, principy gelové
permeacni chromatografie (GPC, SEC) a zdkladni principy hydrolyzy. Praktickd cast
se zabyva analyzou vzorkl v pevné formé i ve formé roztoku metodou GPC. Vyhodnoco-
vani probéhlo metodou univerzdlni kalibrace, kterou umoznovala pfitomnost dvou detekto-

ra - refraktometrického a viskozitniho.

Klicova slova: hydrolyza, kvasni¢nd biomasa, gelovd permeacni chromatografie (GPC,

SEC)

ABSTRACT

In the master thesis, I looked at the influence of hydrolysis time on yeast biomass produced
in the brewing on the size of hydrolysed molecules. Hydrolysis was carried out by acid.
The theoretical part describes the basic chromatographic methods, principles of gel perme-
ation chromatography (GPC, SEC) and the basic principles of hydrolysis. The practical part
deals with the analysis of samples in solid form and in solution using GPC. Evaluation was
carried out using a universal calibration method, which allow the presence of two detectors

— refractometric and viscometric.

Keywords: hydrolysis, yeast biomass, gel permeation chromatography (GPC, SEC)
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UvVOoD

Pivovarské kvasinky jsou jednobuné¢né mikroorganismy, z nichZ nejpouZivanéjsi jsou
Saccharomyces cerevisiae subsp. uvarum carlsbergensis a Saccharomyces ceresisiae sub-
sp. cerevisiae. Kvasni¢nd biomasa vznikd pfi vyrobé piva, po odfiltrovani z tzv. mladiny.
Tyto kvasinky mohou mit také funkci jako doplnék lidské vyzivy pro svlij vysoky obsah
vitamini skupiny B a jiné nutricné vyznamné latky, napt. bilkoviny ¢i sacharidy, lecithin,

aminokyseliny aj.

Hydrolyzou kvasni¢né biomasy ziskdme bilkovinny hydrolyzat, jehoZ vyuZiti v potravinar-
ském primyslu neni prozatim zcela vyhranéné. Riznymi typy hydrolyzy miizeme ziskat
zna¢n€ variabilni produkty s rGznymi vlastnostmi a moldrni hmotnosti. Mohou je tvofit

rizné druhy polymert, ale samostatné monomery — aminokyseliny.
Tato diplomovéd prace se zaméfuje na stanoveni molarnich hmotnosti a jejich zmén v zavis-
losti na Case hydrolyzy a stanoveni indexu polydisperzity. K t€mto analyzam je vyuzita

metoda gelové permeacéni chromatografie (GPC, SEC).
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHROMATOGRAFICKE METODY

1.1 OBECNE PRINCIPY CHROMATOGRAFIE

Pojem chromatografie zahrnuje skupinu navzdjem tésné spjatych separacnich metod. Po-
¢atky pokusti miizeme datovat do zacatku 20. stoleti. Chromatografie ma vyznam piede-
v8§im jako analytickd metoda. Slouzi k déleni smési a k izolaci a ¢astecnému popisu oddé-
lovanych latek, z nichZ nékteré se mohou objevit necekané nebo jejichZ pritomnost ve smé-

si nemusi byt pfedem znama.

V chromatografii se oddélované slozky rozdéluji mezi dvé faze. Jedna z fazi je nepohybli-
va (staciondrni), md velky povrch nebo objem a druh4 je fluidni (mobiln{) a prochazi nepo-
hyblivou vrstvou nebo podél ni. K pfechodu hmoty mezi mobilni a stacionérni f4zi dochdzi
proto, Ze molekuly ze smési se adsorbuji na povrchu ¢astic nebo v pérech. Obecné se tento

jev nazyva sorpce.

Déleni slozek vzorku je zaloZeno na tom, Ze rychlost pohybu jednotlivych rozpusténych
molekul kolonou nebo tenkou vrstvou sorbentu je pfimo zdvisld na rozdélovani téchto mo-
lekul mezi pohyblivou a nepohyblivou fizi. Rozdélovaci konstanta kazdé slozky urcuje jeji
obsah v pohyblivé fazi v kterékoliv dobé a tedy i celkovy Cas, po ktery tato slozka setrvava
v nepohyblivé fazi. Ten pak urCuje zadrZeni nebo zpomaleni pohybu rozpusténé létky.
Jsou-li rozdily v selektivnim zpomaleni vyznamné, bude se kazd4 slozka pohybovat kolo-
nou rychlosti zavislou na jejich zvlastnich sorpcnich vlastnostech. Jestlize se slozky déli,
vychdzeji z kolony v rizném c¢asovém intervalu. Skonci-li proces dfive, nez nékterd
ze slozek opusti nédplii kolony nebo tenkou vrstvu, budou se slozky rozdélovat v objemu
stacionarni faze, misto aby se projevovaly v ¢asovém odstupu u vystupu z kolony. Cely
proces separace je disledkem neselektivni hnaci sily — priitokem mobilni faze. Siroky vy-
bér materidlii pro nepohyblivou i pohyblivou fazi v chromatografii umoziuje déleni latek,

které se jen velmi malo od sebe 1i8i ve fyzikalnich 1 chemickych vlastnostech [1].
1.1.1 Rozdéleni chromatografickych metod

Mobilni fazi mize byt plyn nebo kapalina, stacionarni kapalina nebo tuhd latka. NejvyuZi-

vvvvv

rozdélovaci, iontové vyménné a vylucovaci.
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Rozdélovaci chromatografie

Pfi rozdélovaci chromatografii dochazi k rozdélovani latek mezi dvé fdze. Uplatni-li se
pfi sorpéni schopnosti tuhé faze hlavné fyzikalni povrchové sily, oznacuje se jako adsorpc-
ni chromatografie. Pro tékavé latky je vhodnd plynova chromatografie. Metody kapalinové

chromatografie vyuZivaji kapalné mobilni fdze k uniseni roztoku.
lontové vyménnd chromatografie

Pii této chromatografii se tvoii vratné heteropoldrni chemické vazby mezi iontovymi sloz-
kami v pohyblivé a nepohyblivé fdzi. PouzZiti molekuldrnich sit jako staciondrni faze
je uzite¢né pro tiidéni molekul.

Vylucovaci chromatografie

Metody vylucovaci chromatografie zahrnuji metody gelové permeacni chromatografie [1].

1.1.1.1 Deéleni chromatografickych metod podle povahy mobilni fdze

Podle povahy mobilni fize miZeme chromatografie rozd€lit na plynovou, kdy mobiln{ fazi

predstavuje plyn, a kapalinovou, kde mobilni fazi pfedstavuje kapalina [28].
1.1.1.1.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie byva Casto oznaCovana zkratkou GC (gas chromatography) [27].
Od jinych druhl chromatografie se liS§i v tom, Ze mobilni fazi je plyn a latky se déli
v plynném stavu. Pfi takovém déleni se postupuje tak, Ze vzorek obsahujici délené latky
se vstiikne do vyhfivaného bloku, kde se okamzité vypaii a je undSen proudem nosného
plynu ve formé péary do kolony. Délené latky se adsorbuji na zacatku kolony do stacionédrni
faze a pak desorbuji Cerstvym nosnym plynem. Kazda latka postupuje kolonou svou vlastni
rychlosti. Létky se postupné eluuji v potfadi podle zvétSujicich se rozdélovacich konstant

a stupuji do detektoru pfipojeného k vystupu z kolony [1].
1.1.1.1.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinovéa chromatografie je oznacovédna zkratkou LC (liquid chromatography). Kapali-
nova chromatografie je metoda zaloZend na separaci smési v roztoku selektivni adsorpci.
Vsechny systémy obsahuji pohyblivy solvent, pumpu, separacni kolonu a detektor. Existuji

tf1 separacni modely kapalinové chromatografie:
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e kapalina — kapalina: proces separace je zdvisly na rozpustnosti jednotlivych

komponentéich vzorku ve dvou navzdjem nemisitelnych fazich;

e kapalina — pevna latka: separaci zde zajistuji rizné polarity ¢astic vzorku

a jejich relativni adsorpce na aktivnim povrchu;

e separace na zdkladé moldrnich hmotnosti, ktera je zavisla na velikosti mole-

kul.

Solventy, Casto oznaCované jako nosice, obsahuji napt. izooktan, ethylmethylketon, aceton,
chloroform, tetrahydrofuran, hexan nebo toluen. Nejzndmé;jsi aplikaci kapalinové chroma-
tografie je HPLC (High-performance liquid chromatography — vysokoucinna kapalinova

chromatografie) [27].
1.1.2 Chovani rozpusténych latek

Chovani rozpusténych latek pii chromatografii je nejcastéji popisovdno bud jejich retar-
da¢nim faktorem nebo reten¢nim objemem, ktery odpovida reten¢nimu Casu. Obé veliiny
umoziuji urcit zlomek Casu, po ktery zlistava rozpusténd molekula v mobilni fazi. Kazda
latka m4d pro kazdou kombinaci sorbentu a rozpoustédla jiny retardacni faktor a jiny re-
ten¢ni objem, proto pii zméné kombinace sorbent — rozpoustédlo miZe zménit stupen za-

drZeni.

1.1.2.1 Rozdélovaci konstanta

Rozdé&lovaci konstanta uddva koncentraci rozpusténé latky v obou fazich:

Kp=[Als/ [Alm (1)

kde [A]; je koncentrace rozpusSténé latky A ve staciondrni fazi a [A]y, je koncentrace roz-
pusténé latky A v mobilni fazi. Je-li rozd€lovaci izoterma linedrni, rozdélovaci konstanta
bude konstantni a nezavisld na koncentraci rozpuSténé latky. To plati obecné 1 pfi velmi

malych koncentracich a u v§ech chromatografickych metod.
1.1.2.2 Retardacni faktor

Retardacni faktor udava pomér rychlosti posunu rozpusténé latky k rychlosti posunu idealni

standardni latky, kterd se nerozpousti nebo neni sorbovana nepohyblivou fazi.

Rt/ (taH) 2)
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kde t,, a ts jsou Casy, po které zlstavd molekula v mobilni a stacionarni fazi. Retarda¢ni

faktor také charakterizuje urcitou rovnovéhu a je funkci rozdé€lovaci konstanty.

V soustavéch, u nichz prifez a rozd€lovaci konstanta nemusi byt konstantni po celé délce
vyvijeni, se pomér vzdalenosti dosaZzenych rozpusténou latkou a mobilni fazi nazyva hod-
nota Rr a je vyjddiena jako pomér vzddlenosti dosazené rozpusténou latkou a vzdalenosti

dosaZené mobilni fazi.
1.1.2.3 Retencni objem

U kolonovych metod je vyznamny objem uddvajici mnoZstvi mobilni fize, vychazejici
z kolony do okamzZiku, kdy maximum z6ny rozpusténé latky opousti kolonu. KdyZ se obje-
vi maximum piku u vystupu z kolony, polovina rozpusténé litky je eluovdna v reten¢nim
objemu Vg (n€kdy oznacovano jako Vy.x) a polovina zlistdva v koloné jednak v mobilni

fazi, Vy, jednak v objemu stacionarni faze V, tak

VRCm= VinCm + ViCs. 3)
Po tpravé a zavedeni rozdélovaci konstant ziskdme rovnici

Vr = Vn +KpV,. (4)
Vztah retenéniho objemu k reten¢nimu ¢asu je vyjadien

VR = tRFm, (&)

kde F,, oznacuje objemovou rychlost toku. Retencni objem je také ve vztahu s retarda¢nim

faktorem:

Vr =LF,/Ru (0)
kde L je délka kolony a u je linearni prutokova rychlost.

1.1.2.4 Kapacita kolony

Kapacitu kolony miizeme vyjadfit jako pomér mnozstvi latky rozpusténé v obou fazich:
k=cVe/cuVm @)

[1].
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2 GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

Gelova permeacni chromatografie je metoda, jejiZ separacni princip je zaloZen na hydrody-
namickém objemu molekul. Vzorky jsou aplikovdny do gelové kolony, kterd je naplnéna
napft. polyakrylamidem, dextrany nebo polysacharidy a Castice jsou separoviny na schop-

nosti proniknout do pért gelu, zatimco jsou vymyvany mobilni fazi [10].

Gelova chromatografie je metoda pro analytické a preparativni separace makromolekul.
Historicky byla GPC filtra¢ni chromatografii pouZivana pii separaci proteini ve vodnych

nativnich podminkdch [12].

Dnes se pouzivd GPC tam, kde je tieba délit a analyzovat slouceniny s rozdilnymi moleku-
lovymi vahami. Oblast latek, které 1ze délit pomoci GPC, sahd od Zivych virt pres bilkovi-
ny, sacharidy a nukleové kyseliny, v€etné jejich stavebnich jednotek, pfes hormony, antibi-

otika a lipidy az po syntetické vysokopolymerni latky [11].

5.0E+04

uv

4.0E4D4
Z DOL2000

30E+04

20E+04

10E+04

0.0E+00

Low molecular

I-=Iigh molecular

12.00 1400 16.00 18.00 2000 22.00

Obr. 1. Chromatogram z GPC [34].
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Obr. 2 Gelovy permeacni chromato-
graf, vyrobce Polymer Laboratories

[43].

2.1 SEPARACNI MECHANIZMUS GPC

Separace pomoci GPC probihd v zavislosti na velikosti molekuly a je relativné nezdvisly
na chemickych ¢i elektronickych podminkach ldtek a mobilni fazi. Tato nezdvislost zahrnu-

je podstatu naplné kolony, obvykle sloZenou z poréznich ¢astic o znamé velikosti pora [2].

V chromatografické koloné vzorek migruje skrz kolonu riznou rychlosti a jednotlivé frak-
ce vzorku jsou vyluéovany z kolony v riiznych elu¢nich ¢asech. Jak se vzorek pohybuje
skrz kolonu pomoci mobilni fize, je postupné zadrZovan na povrchu kolony, tj. staciondrni
fazi. Zatimco se solut pohybuje pouze, pokud je v mobilni f4zi, distribuce solutu mezi mo-

biln{ a staciondrni fazi probihd primérnou rychlosti migrace solutu [6].

Velikost molekul (pfesnéji molekuldrni hydrodynamicky objem) urcuje separacni proces
GPC. To znamend, Ze smés solutd o riznych velikostech prochazi kolonou naplnénou po-
réznimi ¢asticemi, proto molekuly, které jsou prili§ velké, aby prosly pory, ziistavaji zachy-
ceny. Mens$i molekuly, které mohou proniknout do pdri, jsou eluovany v pozdéj$im re-
ten¢nim Case nebo objemu. Vzorek je separovan nebo frakcionovan podle velikosti mole-

kul. Tento dé&j je popsan jako distribuce molekuldrnich hmotnosti smési [3].
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Kalibra¢ni kiivka je ziskana analyzovanim nékolika standardnich vzorki na konkrétni GPC
koloné. Ve vétsiné piipadi se jako standardy pouzivaji vzorky polysacharidii. Logaritmy
molarni hmotnosti jsou vyneseny na osu y, na ose X najdeme retenéni objem. Primé&rné

molarni hmotnosti redlného vzorku pak odc¢itdme z této kalibracni kiivky [2].

Vzorky s vysokou moldrni hmotnosti, jejichZ molekuly jsou pfili§ velké na to, aby pronikly
do pérti gelu, jsou eluovany ven z kolony objemem mobilni fize, ktery je umistény me-
zi Casticemi gelu. Pokud se molekuldrni hmotnost zmensi na hodnotu, kdy ¢astice budou

moci proniknout do péri, prodlouZi se jejich elucni Cas.

Chovani vzorkii separovanych pomoci GPC miize byt popsdno obecnou rovnici

Vr=V+KsecVi, (8)

kde Vr je retenéni objem, Ksgc je distribu¢ni koeficient (termodynamicky parametr defino-

vany jako pomér primérné koncentrace solutu ku objemu p6rti).

Obr. 3. Separacni mechanizmus GPC[40].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

2.1.1 Geometricky model

Nejjednodussi modely jsou zaloZeny na geometrickych principech. Modely maji podstatu
bud v konickém, nebo cylindrickém tvaru port, i kdyZ ve skute¢nosti jsou mnohem sloZi-

6§31 [1].

Rada teoretickych praci z historickych po&itki GPC vysvétlovala mechanizmus separace
prostou sterickou exkluzi. Tomu odpovidaly téZ nejjednodussi geometrické modely, ktery-
mi byl popisovan rozdélovaci proces. Porath (1963) povazoval porézni strukturu gelu za
soubor dér kuzelovitého tvaru, do kterych mohou kulovité molekuly pronikat. Rozdélovaci

koeficient takového systému byl uréen rovnici
Ksec=k (1 - 2Ry/A)’, 9

kde A je maximalni primér kuZele, R; je efektivni polomér délené makromolekuly a k je

konstanta imeérnosti [5].

V konickém modelu se pory zuzuji s narGstajici vzdalenosti. Kulovité molekuly pronikaji
do péri do urcité vzdalenosti zavislé na poméru velikosti molekuly a péru, do kterého pro-
nikd. Kulovité molekuly s primérem vétsim, neZ pér, nemohou proniknout a jsou uplné
vylouceny z péru. Velké molekuly se pohybuji pfimo kolonou a objevuji se prvni na chro-
matogramu. Nejmens$i molekuly mohou dosdhnout dale do poru, a proto zabiraji témér cely
vnitini objem péru. Jsou proto déle zadrZovéany v koloné a eluovany jako posledni. Mole-
kuly se stfedni velikosti mohou pronikat do péru do vzdalenosti odpovidajici jeji velikosti.
Proto se tyto tfi typy molekul mohou vymyvat z kolony v pofadi odpovidajici jejich veli-

kostem.

Geometricky model je obecné 1épe vyuzit ve vysoceicinné GPC. Ve srovndni s materidly
v kolonéach pro HPLC nejsou tak tuhé a bobtnavé. Velikost a objem périd se priliS neméni

s povahou mobilni faze.

Konicky a cylindricky model ptfedstavuji mékké gely, jako napiiklad dextran. Gely na bézi
dextranu obsahuji trojrozmérnou sif. Stupen sifovitosti a sloZeni mobilni faze ovliviiuji
pory gelu: méné sif ované maji vétsi bobtnavost, vétsi pory, a proto mensi molekuly proni-

kaji do sité a jsou eluovany pozdéji.
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2.1.2 Termodynamicky model

Mnohem vice akceptovana teorie, a pravdépodobné i pouZzitelnéjsi, je zaloZen na termody-
namickych uvahéch, tzn. Ze je zaloZen na termodynamické rovnovdze mezi polymerem

v intersticidlnim objemu a objemem pért. Tato rovnovaha je popsana rovnici:

K =exp (— Mz] exp (M:}, (10)

RT R

kde R je plynové konstanta, T absolutni teplota, AH° oznacuje zménu enthalpie a AS° zmé-

nu entropie. Za ideédlnich podminek je AH° rovno nule (neexistuji Zadné enthalpické in-

terakce mezi solutem a ndplni kolony [1].

ProtoZe je separace fizena rozméry molekul v solutu, soluty podobného hydrodynamického
objemu ale odliSnou molarni hmotnosti budou eluovdny ve stejném retencnim objemu.
Podobné soluty s podobnou molarni hmotnosti, ale rozdilnou konformaci budou eluovany

v rozdilnych reten¢nich objemech [3].
2.1.3 Hydrodynamicky model

Podle tohoto modelu je mozné aproximovat porézni strukturu gelovych castic systémem
cirkularnich kapilar riiznych priméri. Makromolekularni klubko je aproximovano kulovi-
tou Castici, kterd se pohybuje vlivem toku v kapiléfe. ProtoZe za lamindrniho newtonského
toku se vytvaii v kapilafe parabolicky rychlostni profil a izolovana kulovitd makromolekula
podléhd brownovské migraci, avSak nemiize se pribliZit ke sténé na vzdalenost mensi nez
je jeji polomér, je undSena kapildrou rychlosti v&tsi, neZ je primérna rychlost tekutiny. Cim
VEtsi je Castice v kapilafe daného poloméru, tim vétsi bude rychlost jejiho relativniho po-

hybu. Reten¢ni objem pro valcovitou kapildru je pak ddn vztahem

. _ Ry’ ,
Ve =ﬂigll—¥ —}*’(E)

(1)

kde v~ je funkci tvaru distribuce hustoty makromolekuly, / je délka kapilary, R je efektivni

polomér délené makromolekuly a r je polomér pdra [5].

2.2 Ciselny a hmotnostni stied molarni hmotnosti

Vv

Z mnoha separacnich procesti je GPC jedna z nejjednodussich metod. V soucasné dobé

je spiSe nazyvana jako sterickd exkluzni chromatografie [2]. Pro polymerni materidly hraje
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dilezitou roli molekularni hmotnost, kterd urcuje jejich vlastnosti. Ve srovnani s malymi
molekulami, které maji velmi malou a dobfe definovatelnou molekuldrni hmotnost vétSina
syntetickych materiald je sloZena ze stovek nebo tisicti monomert riznych molekuldrnich
hmotnosti rozhodujicich o charakteristické distribuci. Mnoho pfirodnich polymert, jako
jsou ropné produkty, ligniny, pfirodni oleje a tuky, humusové kyseliny, pfirodni guma, ce-
lulézy a polysacharidy, maji charakteristickou distribuci molarnich hmotnosti, zavislou na
jejich zdroji a metoddch izolace. Sitka distribuce, také nazyvand jako polydisperzita, je
ur¢ena pomérem hmotnostniho a ¢iselného stfedu molarnich hmotnosti (M,/M,;). Hodnoty
M, a M, mohou byt méfeny nezdvisle na fyzikdlnich metodéach. Jednim z nejvétsich limi-
tujicich faktord v ur€ovani hodnot primérnych molarnich hmotnosti je pfedevsim forma
distribuce, kterd ziistivd neznamd. Pfesto dva polymery mohou mit stejnou primérnou

hodnotu molarni hmotnosti, ale Uplné rozdilnou hodnotu molarn{ distribuce [3].
2.2.1 Distribuce molarnich hmotnosti, index polydisperzity

Distribuce molarnich hmotnosti a distribuce velikosti ¢astic mohou byt uZite¢né pii vy-
poctu primérnych moldrnich hmotnosti, velikosti ¢astic a indexti polydisperzity. Pokud

odpovéd detektoru odpovidd proporciondlné, plati pro M,, a d,, nasledujici vztahy:

ac ac Qo ac
T = LowiM; _ Ly hiM; d, = Ly wid; _ Lp hydy (12)
v Zowi Iohi W Eow Ioh

Pro ¢iselny stfed molarni hmotnosti ¢i priomér ¢astic plati:

h

- e
IgngM _ Tgwy 7 _Zomdi _ _ 9
M, =" —="g.d, ="z "=x (13)
o Tem gt 7 Lom o
Polydisperzita miiZze byt obycejné charakterizovana jako index polydisperzity:
My 7=
I ek I= = (14)

[4].
Cim vice se hodnota disperzity bliZi k 1, tim je uZsi rozptyl moldrni hmotnosti [2].

Experimentdlné se mohou urcit i dalsi dva priméry. Oznacuji se jako M, a M, [35].
Z — prumér moldrnich hmotnosti vyjadfuje vétsi vliv velkych ¢éstic. Lze ho ziskat vyhod-

nocenim udaji sedimentacni rovnovéhy a je definovan vztahem:
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_ Zw - M
==t £
Tw, M,
15)
Pro hodnotu M, ziskanou z viskozimetrickych méfent plati:
[ = D wilnd= ) w,-K- Mg = K- HI?
(16)
Z rovnice (16) vyplyva, zZe
1
A2 a
a = e MY
1 Tw,
A7)
[33]. Mezi jednotlivymi priméry plati nerovnost
M,<My <M, <M. (18)

Znaménko rovnosti plati pouze pro piisné monodisperzni vzorek [35].
2.3 Stacionarni faze

Staciondrni faze miZe byt pevné nebo kapalné povahy nebo gel. Staciondrni fize mohou
byt obsaZeny jako ndplii v koloné nebo jako film [12]. Obal tvoii kovova nebo sklenénd

trubicka [20].

S cilem ziskat informace o velikosti molekul solutu z méfeni pomoci GPC musi byt kolona
nejprve charakterizovana z hlediska objemu pfistupnych pro analyty. Objem kolony GPC
je délitelny do ti{ Casti: objem externich obalovych materidld (V(), objem obsaZeny
v porech, ktery je pfistupny pro malé molekuly (V;), a objem, ktery zaujim4 samotnd népli
kolony (Vg). Hodnoty Vj a V; jsou ureny experimentdlné méfenim eluénich objemi.
Elu¢ni objem (V.) je uren z rozpusténé latky, kterd je CasteCné zahrnuta do port gelu.

Elu¢ni objem je vyjadren nédsledujici rovnici:
Ve.=Vo+ 0V; (19)

kde & je rozd€lovaci koeficient rozpusténé latky [12].
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2.4 Mobilni faze

Mobilni faze je ¢ast chromatografického systému, Casto je to tekutina, kterd prochédzi skrz
nebo podél stacionarni faze, v uritém sméru. MiZe to byt kapalina (kapalinovad chromato-

grafie) nebo plyn (plynova chromatografie) [13].

V nejbéZnéjsi formé chromatografie, zndmé jako elu¢ni chromatografie, je mobilni faze
neustdle dopliiovdna ze zdsobniku a proudi jako roztok. Staciondrni fize musi byt neustdle
zaplnéna mobilni fazi. SlozZky mobilni faze, které jsou vice pfitahovany k staciondrni fazi,
zUstavaji v koloné déle, zatimco ty komponenty, které jsou méné pfitahovény, jsou rychleji

vymyvany z kolony [20].
2.5 Kolony a gely

Ucelnd konstrukce chromatografickych kolon je velice dileZitdi zejména vzhledem
k reprodukovatelnosti vysledkt déleni. Ve vétSiné piipadil bude kolona sestdvat ze sklené-
né trubice naplnéné gelem. Elu¢ni ¢inidlo musi volné odtékat, mrtvy objem kolony musi
byt co nejmensi [11]. Vhodné jsou kolony o priméru 1,4 az 2,5 cm. Délka kolony je varia-
bilni.

Rist bakterif a plisni miiZze vazné zasahovat do chromatografickych vlastnosti gelti. Mobil-
ni faze pro kolony by méla proto obsahovat malé mnozstvi baktericidni latky, jako je azid
sodny (0,02%), 1-methyl-1-trichlormethylethanol (0,1%) nebo chloroform. Pro fidsi, méné
zesiténé gely se vSak chloroform nedoporucuje, protoZe muiize zptisobovat mirné smrsténi

Castic gelu.

Volba vhodného gelu zdvisi na velikosti molekuly a na chemickych vlastnostech latek,
které se maji délit. U kazdého typu gelu dochazi k frakcionaci predev§im v urcité oblasti
relativnich molekulovych hmotnosti, urené rozsahem velikosti pért [1]. Velikost pora se
pohybuje pfiblizné v rozmezi 5 az 10° nm [14]. Je moZné rozdélit latky, jejichz relativni

molekulové hmotnosti se pohybuji od né¢kolika stovek do 150 milionti [1].

B — T~
i O e—n e

B N ——— S

Obr. 4. Chromatografické kolony [30].
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2.6 Detektory

Detektory patii k zdkladnim komponentdm gelovych permeacnich chromatografii. Detektor
a Cteci zafizeni slouzi k detekci pfitomnosti rozpusténych latek v mobilni fazi, a zazname-
navaji ji do vyslednych chromatogramii. Zaroveil jsou schopny i shromaZzd'ovat, uklddat

a analyzovat chromatograficka data [15].

Eluci proteint lze detekovat vétSinou pomoci in-line detekénich systému, nejcastéji UV

detektorem [12].
2.6.1 Refraktometrické detektory

V soucasné dobé je vyhodnocovéni indexu lomu nejblize k univerzdlni detekci pro kapali-
novou chromatografii. Detekce je zdvisld na rozdilu v indexu lomu cistého rozpoustédla,
které protéka po strané detektoru a vzorku vytékajiciho z analytické kolony. Méfeni ma

nedestruktivni charakter na vzorek, vysokou urovei citlivosti, a jednoduchy provoz [16].

Nejcastéjsi RI detektory jsou zaloZeny na vychyleni paprsku svétla pfi prichodu dudlni
mobilni jednotkou. Jedné strané prostoru obsahuje referencni rozpoustédlo, které je statické
béhem procesu méfeni. Na druhé strané obsahuje roztoku vzorku, tj. sloupec eluentu. Ma-li

detektor presny, pak index lomu roztoku musi byt imérny s koncentraci vzorku [21].

a) Deflection Rl Detector

Rl
Signal

Cell (cross section)

q PC2

Obr. 5. Schéma refraktometrického detektoru [21].
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2.6.2 Viskozitni detektory

Detektor sleduje koncentrace eluovaného vzorku. Distribuce moldrni hmotnosti se vypocita
na zékladé méfeni elu¢niho objemu. To je funkce schopnosti polymeru v roztoku pronikat

do péra gelu [17].

Nejcast&j§i usporddani viskozimetru je 4-kapilarni. Ctyfi kapilary R1 az R4 s vnitinim
primérem priblizné 0,25 mm jsou uspofddany do vyvazené konfigurace. Zpozdény objem
je privadén do obvodu pred kapildrni R4, s cilem poskytnout referen¢ni pratok rozpouste-

dla ptfes R4 béhem eluce vzorku polymeru. PoZadavky na zpoZdény objem jsou:
® musi mit vnitini objem vétsi nez Cisté eluéni objem GPC kolony,
¢ tok odpor musi byt zanedbatelné ve srovnani s kapildrni resistence.

Kapilary jsou vybrany tak, aby odpor priitoku byl t€éméf stejny. V tomto piipadé bude vy-

stup signdlu témér nulovy.

Viskozitni detektory poskytuji diilezitou data. Refraktometrické detektory poskytuji infor-
mace o presné molekulové hmotnosti. Viskozitni detektor poskytuje vSechny dilezité
strukturalni ddaje, umoZniujici vyhodnoceni vzorkl proteinti. NejpresnéjSich vysledd se

dosdhne kombinaci nékolika riznych detektorti [22].
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FlowIn —=— — = Flow Out

Obr. 6. Schéma viskozitniho detektoru [22].

2.7 Kalibrace

Pro spravné vyhodnoceni ziskanych dat je tfeba kolonu kalibrovat. Kalibrace se provadi

dvéma zptisoby:
e univerzalni kalibrace;
e piima kalibrace tizkymi frakcemi.
2.7.1 Prima kalibrace tizkymi frakcemi
Ptim4 kalibrace tzkymi frakcemi je Siroce pouZivana pro gelové permeaéni chromatografy,

kterd jsou vybaveny pouze jedinym detektorem; obvykle refraktometrickymi nebo UV/VIS

detektorem.

Principem gelové chromatografie je oddélovani molekul na zakladé jejich hydrodynamic-
kych objemil. Pri pfimé kalibraci jsou relativni molarni hmotnosti (My,) a distribuce molar-
ni hmotnosti (MWD) stanoveny z naméfenych hodnot reten¢niho objemu (Vg) pomoci
kalibra¢ni kiivky (zavislost log Mw na Vg). Proces piimé kalibrace probih4 tak, ze do ko-

lony je nastiiknuta fada uzkych polymeri nebo proteinti o zndmé molarni hmotnosti, zmé&fi
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se retenéni objem z vysledného piku a sestroji se kalibra¢ni kifivka. Pomoci téchto dat mo-

hou byt nyni analyzovéany vzorky [23].
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Elution Volume (mL)
Obr. 7. Kalibracni zdvislost moldrni hmotnosti na retencnim objemu po-

moci primé kalibrace vizkymi frakcemi [23].
2.7.2 Univerzalni kalibrace

Pfi primé kalibraci izkymi frakcemi nastdvaji problémy, pokud budeme analyzovat vzorek,
tento pripad nastdval Casto, ale tyto problémy byly odstranény po zavedeni ¢tyrkapilarniho

viskozimetrického diferencidlni detektoru a technikou nazyvanou univerzdlni kalibrace

[24].
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Obr. 8. Vyhodnoceni chromatogramu pomoci univerzdlni kalibrace [29].
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Benoit a kolektiv v roce 1967 zavedli koncept univerzalni kalibrace a zjistili, Ze retencni
objemy Vg homopolymert i kopolymert s riznou strukturou (linedrni i rozvétvené), které
byly rozpustény v tetrahydrofuranu (THF), sleduji jedinou kfivku, jsou-li vyneseny proti
logaritmu soucinu [N] M, kde [n] je limitni viskozitni ¢islo a M je moldrni hmotnost poly-
meru. Bylo dokazano, Ze soucin [N] M je umérny hydrodynamickému objemu polymerniho
klubka. Vytvoreni univerzalni kalibrace umoziiuje tedy analyzu téméf vSech polymert a
stanoveni jejich molarni hmotnosti pomoci GPC. V piivodnim konceptu pouZzil Benoit pro
méfeni viskozit polymernich standardi s nizkou polydisperzitou a polymernich vzorki
sklenéného kapilarniho viskozimetru. Z viskozimetrickych dat je pro kalibracni standardy

mozno sestrojit Markliv-Houwinktv graf, t.j. zavislost log [1] na log M, jehoZ smérnice je

rovna parametru a a usek je roven logaritmu K [18].
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Obr. 9. Benoitova krivka univerzdlni kalibrace [35].
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2.7.3 Mark — Houwinkova rovnice
1=K M* (20)

Rovnice popisuje zavislost limitniho viskozitniho ¢isla (dfive oznacovano jako vnitini vis-
kozita) polymeru na jeho relativni molekulové hmotnosti, kde [n] je limitni viskozitni ¢is-
lo, K a a jsou konstanty, které zdvisi na povaze polymeru a rozpoustédla, stejné jako

na teploté [25].

Hodnoty K a a je nutno urcit experimentalné na zakladé moldrnich hmotnosti stanovenych
jinymi metodami (napf. rozptylem svétla) pro frakce s co nejuzsim rozdélenim molédrnich
hmotnosti [26]. Tyto hodnoty jsou dostupné ve standardizovaném a tabelovaném formatu
v Polymer Handbook [19]. Pouziti tabelovanych K a a hodnot v GPC softwaru umoZziiuje

413
1

vypocet ,,absolutnich hodnot molarnich hmotnosti* studovaného polymeru [18].

Pomoci modernich SEC pristroji., které vyuZivaji on-line spojeni koncentra¢niho a visko-
zitniho detektoru Ize pfimo urcit molarni hmotnost kazdé frakce, kterd je eluovdna. PouZi-
tim signdlu z koncentra¢niho detektoru a signdlu z viskozitniho detektoru lze ziskat hodno-
tu limitnitho viskozitniho Ccisla kazdé frakce vychdzejici z kolony a je tedy mozné

s vyhodou pouZit kfivku univerzdlni kalibrace.

Koncept univerzélni kalibrace je vhodny pro polymery, které v roztoku tvoii statistické
klubko. Pro polymery, které v roztoku tvofi tyCinky nebo tuhé koule, neni univerzalni ka-

librace vhodna [35].
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3 HYDROLYZA
3.1 Princip hydrolyzy

Hydrolyzou obvykle oznacujeme rozklad soli, esterti, halogenidli, amidd, nitrilti pisobenim
H,O za uvoliiovéni H" nebo OH iontl. Na zdklad& toho roztoky soli slabych kyselin a sil-
nych zasad spolu reaguji zasadité. Podstatou je prechod protonu molekuly vody na anion

slabé kyseliny, k niZ mé vétsi afinitu [7].

Hydrolyza je jednim z neobvyklejSich zpiisobli St€peni polymert, a to konkrétné
v disledku ¢innosti hydrogenovych (H") a hydroxylovych (OH') iont(, které se nachazi
ve vodé. Koncentrace t€chto iontd jsou zvySeny v zavislosti na kyselych ¢i alkalickych

podminkdch [9].

Roztoky soli silnych kyselin a slabych zasad reaguji kysele (v roztoku ztstane nadbytek
iontu H"). V piipadé soli slabé kyseliny a slabé zdsady vznikne ve vodném roztoku nediso-
ciovana slabd kyselina i1 zdsada. Roztok bude kysely nebo zdsadity podle toho, ktery z obou
slabych elektrolyta je silngj$i (ma vétsi disociacni konstantu). Soli silnych kyselin se sil-

nymi zasadami a soli stejné slabych kyselin a zdsad reaguji neutrdlnég.

Napiiklad sul slabé kyseliny HA a slabé zasady BOH, kterd ma obecny vzorec BA poskytu-

je ve vodném roztoku ionty B* a A’ které zdanlivé reaguji s vodou vratng:
B* + H,O — BOH + H" 21)
A"+ H,O - HA + OH (22)

Cim je kyselina nebo zésada, z niZ stl vznikla, slabgi, tim vice se rovnovédha posune smé-
rem doprava, tj., tim vice nedisociovanych molekul slabé kyseliny (zdsady) se vytvori. Stu-
pent hydrolyzy potom definujeme jako pomér poctu hydrolyzovanych molekul soli ke vSem

molekuldm pfitomnym v roztoku.

Rovnovahu hydrolyzy charakterizuje konstanta hydrolyzy Ky, kterd se rovna soucinu rov-

novazné konstanty reakce hydrolyzy a koncentrace vody (Ky.[H,O]).

Pti hydrolyze soli slabé kyseliny a silné zdsady plati:

K _ 5%
.
K
“ (23)
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kde K, je iontovy soucin vody,
K disociaéni konstanta slabé kyseliny.

Pti hydrolyze soli slabé zasady a silné kyseliny plati:

K
K, ==

KA

(24)
kde K3 je disociacni konstanta slabé zdsady.
Pro hydrolyzu soli slabé kyseliny a slabé zasady plati:
=
E,+K

Pii hydrolyze bilkovin dochazi ke $tépeni peptidickych vazeb bilkovin a peptidd na nizsi

rozpustné strukturni jednotky [8].

3.2 Hydrolyza bilkovin

Bilkoviny neboli proteiny jsou definovéany jako jakdkoliv skupina komplexnich organic-
kych sloucenin, které se skladaji z kombinace aminokyselin spojenych pomoci peptidovych
vazeb. Aminokyseliny obsahuji uhlik, vodik, kyslik, dusik a obvykle i siru. Jsou Siroce roz-
Sifeny u rostlin a Zivocichd. Slovo protein je odvozeno z feckého vyrazu ,prvni‘ nebo ,pri-
marni‘, protoZe maji zdsadni roli pfi zachovani Zivota. Potraviny se 1i$i v obsahu bilkovin,
ale 1 v jejich vlastnostech. Ty ovliviiuje pravé sekvence aminokyselin, ze kterych jsou bil-

koviny sloZeny.

Bilkoviny se zpravidla sklddaji z dvaceti aminokyselin, spojenych peptidovou vazbou
(R—-CO-NH-R‘). Devatenict z téchto dvaceti aminokyselin ma obecnou strukturu

H,N-C,H(R)-CO;H, liSici se pouze v postrannim fetézci R [36].

Proteiny maji mnoho roli, jako napiiklad enzymy, stavebni prvky a hormony a jsou nezbyt-
né zZiviny. Pfi hydrolyze se bilkoviny $té€pi na mensi frakce peptidd a jejich slozky amino-
kyseliny. Tato reakce miZe byt katalyzovdna alkdliemi, kyselinami nebo enzymy (tzv. pro-

teinazy) [10].
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Hydrolyza proteint je sloZity proces, ktery zahrnuje komplexni fadu chemickych reakci
[7]. Proteolyza miZe mit na strukturu proteintl riizné efekty, af uz pozitivni ¢i negativni
(zadouci ¢i nezadouci). Pozitivni vyznam proteolyzy miZeme najit ve zvySeni rozpustnosti,
sniZeni povrchového napéti, zvySeni emulgovani nebo zvysené pénivost. Naopak negativni

efekt md proteolyza u zvySeni hotkosti.

Béhem hydrolyzy bilkovin se méni velikost a charakter rozpustnych peptidd, sniZuje se

délka peptidového fetézce [37].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem priace bylo stanovit metodou gelové permeacni chromatografie hmotnostni stied
(My), Ciselny stied (M), index polydisperzity a distribuce molarnich hmotnosti u vybra-
nych vzorkl proteinovych hydrolyzati kvasni¢né biomasy, jejimZ zdrojem byly pivovarské

kvasinky. Vzorky se liSily v dobé piisobeni kyseliny mlé¢né na material.
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Materialy

5.1.1 Pristrojova technika

Analyzy vzorki byly provadény na chromatografu PL — GPC 50, vyrobce Polymer Labora-
tories, Church Stretton, Velkd Britdnie (nyni Varian, Inc.; viz obr. 2). Chromatograf byl
vybaven refraktometrickym detektorem (DRI) a viskozitnim detektorem (VIS), rozdélenym

na diferencialni a integralni ¢4st. Byly taktéZ pouzity dvé sériové zapojené kolony:

¢ kolona TSK GMPWXL , vyrobce Tosoh Bioscience, Stuttgart, Némecko,
¢ kolona Ultrahydrogel 250, vyrobce Waters, Milford MA

PL — GPC 50 pojme az ctyii kolony dlouhé 300 mm. Pfistup k nim je snadny, pfes predni

panel. Pfistroj také obsahoval nédstfikovou smycku o objemu 100 pl.

-
&

¥

Obr. 10 Nastrikovy ventil se smyckou [41].

Vyhoda chromatografu PL. — GPC 50 spocivd v maximdlni flexibilité¢ — Sirokém vybéru
detektort i kolon. Diky vyhfivani jsou podminky stabilni, proto se zamezuje znehodnoceni

analyzy vykyvy teplot.
PiisluSenstvi chromatografu:

e zisobni nddoba pro mobilni fazi, zdsobni nddoba pro odpad

e degasér

e datovd jednotka, vyrobce Polymer Laboratories, Church Stretton, Velka Britanie
® pocitaC se softwarem Cyrrus

e syringe Gastight #1001, 1000ul, vyrobce Hamilton — Bonaduz, Svycarsko

Degasér (odplyniova¢ mobilni faze) hraje pfi analyze diileZitou roli. MiZe totiZ odstranit

vétSinu problému vznikajicich pfi chromatografické analyze. Odvzdus$néni mobilni faze
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pfindsi vyhody jako reprodukovatelné retencni Casy, reprodukovatelnost objemu néstiiku,

stabilni pratok mobilni faze, nizky Sum zdkladni linie (base line) [31].
5.1.2 Chemikalie
e dusi¢nan sodny (NaNOj p. a.), vyrobce Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod
e azid sodny (NaNj3 p. a.), vyrobce Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod
e acetonitril (CH3CN), vyrobce Fisher Scientific, UK Limited, Leicestershire

e destilovana voda
5.1.3 Vybér mobilni faze

Stanoveni molarni hmotnosti a distribuce molarnich hmotnosti pomoci GPC u polymera
rozpustnych ve vodnych rozpoustédlech je ¢asto spojeno s obtiZemi, protoZe se zde setka-
vame stzv. ,non — size exclusion® efektem, ktery ruSi separaci makromolekul
podle velikosti. GPC je technika zaloZena na separaci molekul podle velikosti Castice, kterd
eluuji se stejnym retenénim objemem, musi mit stejnou velikost makromolekuly, aby bylo
moZno stanovit moldrni hmotnost sledovaného polymeru za pomoci kalibra¢ni kfivky se-
strojené z polymernich standardii, které se 1isi od analyzovaného vzorku. K ,non — size
exclusion® efektim fadime intermolekuldrni elektrostatické interakce mezi analyzovanou
latkou a naplni kolony a adsorpci. Volbou vhodného rozpoustédla Ize tyto vlivy potlacit

[32].

Syntetické polymery (napf. sulfonovany polystyren), polyakrylamidy a nékteré piirodni
polymery obsahuji ve své struktufe aniontovou skupinu. Také staciondrni faze pro vodnou
GPC maji na svém povrchu zbytkové aniontové skupiny, proto je eluce téchto aniontovych
polymert ovlivnéna iontovymi exkluznimi efekty. Tyto efekty jsou zptisobeny elektrosta-
tickymi odpudivymi silami mezi aniontovymi ndplnémi a aniontovymi polyelektrolyty a
brani vstupu solutd do p6érti ndplné. Za ucelem potlaceni iontové exkluze je nutny pridavek
neutralnich soli do vodné mobilni faze nebo vyuziti tlumivych roztokli jako mobilni faze
pro kontrolu pH. Avsak zvySeni iontové sily miiZe zpisobit zvétSeni adsorpce. K potlaceni
adsorpce je mozné zvolit pfidavek malého mnozZstvi organického rozpoustédla (ethanol,

acetonitril) [3],[35].
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5.1.4 Priprava mobilni faze

Pro analyzu byla pouZita mobilni faze o sloZeni 0,1 mol.1! NaNOs, 0,2% NaNs a 15% ace-

......

500 ml.

Chemikalie byly navazovany na analytickych vahdch Denver Instrument SI 234A. Navéazky

chemikalii potfebné pro pripravu 500 ml mobilni faze:
NaNOs

m=c¢c-V-M

m=101-05-84995[g]

m = 4,240759 06)

NaN;

500 ml ~ 500 g

x=1g 27)

X = 88,2 ml (28)

Po smichani a diikkladném rozpusténi chemikélii byla pro zachovéni Cistoty mobilni faze

prefiltrovana pres filtracni kelimek s fritou.
5.1.5 Puvod zkoumaného materialu

Pro hydrolyzu a néslednou analyzu byly pouzity pivovarské kvasnice. Kvasinky jsou jed-

nobunécéné mikroorganismy, které zatfazujeme do fiSe Funghi, tfidy Ascomycetes a Celedi

vvvvv

sbergensis a Saccharomyces ceresisiae subsp. cerevisiae. Metabolismus kvasinek je
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z pivovarského hlediska hlavné pfeménou zkvasitelnych cukrti na alkohol a oxid uhlicity

za Ucasti enzymu a koenzymi [38].

Pivovarské kvasnice maji kromé své hlavni funkce v pivovarském vyrobnim procesu jesté
vyznam jako zdroj rdznych biologicky cennych latek. Proto se uZivaji jak k léCebnym
uceltim, tak i jako dopln€k lidské vyzivy. Kromé bohatého obsahu dobie stravitelnych
bilkovin a sacharidi se ve srovndni s kvasnicemi jiného pivodu vyznacuji vyssi
koncentraci komplexu vitaminu B a rovnéz ergosterolu. DalSimi biologicky vyznamnymi
sloZkami pivovarskych kvasnic jsou aminokyseliny, lecithin, cholin, glutathion, rGzné
stopové prvky aj. Vzhledem k vysoké koncentraci stravitelnych bilkovin (40 az 50%) jsou

pivovarské kvasnice velmi cennym zdrojem dopliikové vyzivy.

Pouzivani kvasnic k 1é¢ebnym uceltim bylo zndmé uz ve starovéku. Aplikuji se predevsim
jako zdroj vitamini skupiny B pfi nervovych chorobich, pii zanétlivych koZnich
onemocnénich nebo pii poruchich zazivaciho traktu [39].

5.1.6 Pouzité vzorky

Pro analyzu byly pouzity vzorky uvedené v nasledujici tabulce (Tab. 1). Je zde uvedeno
i pouZzité hydrolyzacni ¢inidlo a doba, po kterou byla hydrolyza provddéna. Pokud byly
vzorky ve formé roztoku, byly bez zapachu, bezbarvé ¢i mirn€ nazloutlé. Vzorky v pevné

formé mély vzhled tenkého kiehkého filmu, nazloutlé az oranZové a byly bez zapachu.

Tab. 1. Seznam pouZitych vzorkii.

Oznaceni vzorku Hydrolyzaéni ¢inidlo Doba hydrolyzy [h]
Al kyselina mlé¢na 1:5 2
A2 kyselina mlé¢na 1:5 4
A3 kyselina mlé¢na 1:5 6
A4 kyselina mlécna 1:5 8,5
AS kyselina mlé¢na 1:5 24
A6 kyselina mlé¢na 1:5 48
B1 kyselina mlécna 1:10 2
B2 kyselina mlécna 1:10 4
B3 kyselina mlécna 1:10 6
B4 kyselina mlécna 1:10 8.5
B5 kyselina mlécna 1:10 24
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Tab. 1. pokracovdni

B6 kyselina mlé¢na 1:10 48
Cl1 kyselina mlé¢na 2,5% 2
C2 kyselina mlé¢na 2,5% 4
C3 kyselina mlé¢na 2,5% 6
C4 kyselina mlé¢na 2,5% 8.5
C5 kyselina mlé¢na 2,5% 24
C6 kyselina mlécna 2,5% 48
D1 kyselina mlé¢na 5% 2
D2 kyselina mlé¢na 5% 4
D3 kyselina mlé¢na 5% 6
D4 kyselina mlé¢na 5% 8.5
D5 kyselina mlé¢na 5% 24
D6 kyselina mlé¢na 5% 48
El kyselina mlé¢na 10% 2
E2 kyselina mlé¢na 10% 4
E3 kyselina mlé¢na 10% 6
E4 kyselina mlé¢na 10% 8.5
ES kyselina mlé¢na 10% 24
E6 kyselina mlé¢na 10% 48
HK/1 kyselina mlé¢na 10
HK/2 kyselina mlé¢na 8
HK/3 kyselina mlé¢na 1
HK/4 kyselina mlé¢na 5
5.2 Metody

5.2.1 Prfiprava vzorku

Zakladni podminkou pro analyzu vzorku je jeho rozpustnost v mobilni fazi. Koncentrace
roztoku odpovidala hodnotam 2 az 3 mg.ml'l, proto navazka vzorku k rozpusténi v mobilni
fazi vdzeného na analytickych vahach méla hmotnost 10 az 15 mg. Vzorek byl kvantitativ-
né preveden do odmérné bariky o objemu 5 ml. Pokud vzorek obsahoval vétsi Castice, které

se htfe rozpoustély, byly rozbity pomoci ultrazvuku (v ultrazvukové Cisticce PS 03000A).
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Aby byla zajiSténa naprosta Cistota vzorku (opatfeni proti zandSeni kolony), byl jesté prefil-
trovan pres filtr Chromatofil PET — 45/15 MS o velikosti p6ri 45 um (vyrobce Marchrey —
Nagel GmbH & Co. KG) do eppendorfkové zkumavky o objemu 2 ml. Takto pfipraveny
vzorek byl analyzovan. Pro méfeni byly k dispozici i vzorky jiz ve formé roztoku. Tyto
proto stacilo pouze prefiltrovat ptes filtr Chromatofil a byly ihned k dispozici pro analyzu
molarni hmotnosti a distribuce moldrnich hmotnosti metodou gelové permeacni chromato-
grafie (GPC) na pristroji PL — GPC 50. VSechna méfeni byla z diivodu reprodukovatelnosti

provedena dvakrat.
5.2.2 Nastaveni pristroje

Neékterd nastaveni pristroje jsou variabilni a pfimo souvisi s analyzou. NejdileZzitéjSimi

prvky byly pritok mobilni faze kolonou a doba analyzy vzorku.

Priitok mobilni fize byl nastaven 0,8 ml.min™ a celkova doba analyzy 30 minut. Tlak pum-
py, kterd vhanéla mobilni f4zi do kolony, se pohyboval mezi 3 az 4 MPa. Automatické vy-
pnuti pro pfipad vysokého tlaku byla nastavena na 10 MPa. Teplota vyhiivané cely byla
nastavena na 30 °C. Univerzalni kalibrace pro vyhodnocovani byla vytvofena za vyuZziti
polysacharidovych standardl — pullulant s dzkou distribuci moldrnich hmotnosti. Rozmezi
molarnich hmotnosti bylo od 667 do 788.000 g.mol'1 (vyrobce Polymer Laboratories,
Church Stretton, Velkd Britdnie). Naméfend data byla zpracovdna pomoci programu Cirrus
GPC Multi Detector Software (vyrobce Polymer Laboratories, Church Stretton, Velka Bri-

tanie).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Naméiené hodnoty pro vzorky Al — A6

Tyto analyzované vzorky byly dodany v roztoku. Pro vzorky s oznacenim Al — A6 jsou
uvedeny naméfené hodnoty v nésledujici tabulce (Tab. 2.). Pro vzorek A6 byly proteinové

polymery pod hranici detekovatelnosti.

Tab. 2. Seznam naméerenych hodnot pro vzorky Al — A6.

Oznaceni M, M, PD
vzorku [kg.mol™] [kg.mol™] M,/ M,

Al 20 60 3.0
A2 10 24 2.4
A3 9 17 1,9
A4 9 17 1,9
AS 12 13 1,1
A6 nedetekovano nedetekovano -

Pfipojeny graf (Obr. 11.) vyjadfuje zdvislost hmotnostniho stfedu moldrni hmotnosti
na dobé hydrolyzy. Z grafu je patrné, Ze s rostouci dobou hydrolyzy klesd moldrni hmot-

nost.
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Obr. 11. Zdvislost M,, na dobé hydrolyzy pro vzorky Al — A6.
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Obr. 12 vyjadfuje zdvislost indexu polydisperzity (My/M,) na dobé hydrolyzy. Vysledky

analyzy ukazuji, Ze se zvySujici se dobou hydrolyzy se sniZoval i index polydisperzity.

vV

PD
{

|

i

0 5 10 15 20 25 30

doba hydrolyzy [h]

Obr. 12. Zdvislost indexu polydisperzity (PD) na dobé hydrolyzy pro vzorky Al — A6.

Obr. 13. zachycuje signdl viskozitniho detektoru pro vzorky Al — A6. Piky, které odpovi-
daji hledanym polymeriim, se nachdzi v oblasti retenéniho casu 14 az 20 minut.
S rostoucim ¢asem hydrolyzy dochéazi k posuntim pikd k vy$simu reten¢nimu casu, tedy

k mens$i molarni hmotnosti.
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Obr. 13. Signdl viskozitniho detektoru pro vzorky Al — A6.
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6.2 Namérené hodnoty pro vzorky B1 — B6

Vzorky s ozna¢enim B1 — B6 nebyly doddny v pevném stavu, ale v roztoku. Vysledky pro
tuto sérii vzorkd jsou uvedeny v Tab. 3. Ve vzorku B6 bylo mnozstvi polymert pod hranici

detekce. Nasledujici graf (Obr. 14.) vyjadiuje zavislost velikosti hmotnostniho stfedu

na dobé hydrolyzy.

Tab. 3. Seznam naméerenych hodnot pro vzorky Bl — B6.

Oznaceni M, My, PD
vzorku [kg.mol™] [kg.mol™] M,/ My
Bl 26 99 3,8
B2 29 54 1,8
B3 14 32 2,2
B4 24 37 1,6
B5 12 14 1,1
B6 nedetekovano nedetekovano -
120
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— 80
S
E
w60 \
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Obr. 14. Zdvislost hmotnostniho stfedu moldrni hmotnosti na dobé hydrolyzy pro vzorky

BI - B5.
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Niasledujici graf (Obr. 15) zobrazuje zdvislost indexu polydisperzity na dob& hydrolyzy

pro vzorky série B. S rostouci dobou hydrolyzy klesa index polydisperzity.
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25
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Obr. 15. Zdvislost indexu polydisperzity (PD) na dobé hydrolyzy pro vzorky Bl — B5.

Obr. 16. popisuje pribéh diferencidlni a integralni distribu¢ni kfivky pro vzorek B4. PouZi-

ti distribu¢ni kfivky je vyhodné pii stanovovani zmén struktury sledovanych vzorki. Obr.

16 je patrné, Ze distribu¢ni kiivka vykazuje nizkou variabilitu.
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6.3 Namérené hodnoty pro vzorky C1 - Cé6

Tyto vzorky byly ve formé pevné. Koncentrace roztoku odpovidala hodnotdim 2 az

3 mg.ml ! Naméfené hodnoty pro tyto vzorky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce (Tab. 4.).

Vsechny vzorky série C méli detekovanou oblast. Signély viskozitniho a refraktometrické-

ho detektoru odpovidajici proteinim jsou v oblasti reten¢niho ¢asu 15-20 minut.

Tab. 4. Seznam namerenych hodnot pro vzorky C1 — C6.

Oznaceni M, M, PD
vzorku [kg.mol] [kg.mol ] M,/ M,
Cl 16 43 2,8
C2 11 33 3,1
C3 11 26 2,3
C4 10 19 1,8
C5 10 17 1,7
Cé6 9 14 1,5

Obr. 17 zobrazuje zdvislost hmotnostniho stfedu moldrni hmotnosti na dobé hydrolyzy.

Obr. 18 popisuje zdvislost indexu polydisperzity na dobé hydrolyzy pro vzorky C1 — C6.

Z naméfenych dat je patrné, Ze s rostouci dobou hydrolyzy kles4 také index polydisperzity.
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Obr. 17. Zdavislost M,, na dobé hydrolyzy pro vzorky C1 — C6.
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Obr. 18. Zdvislost indexu polydisperzity na dobé hydrolyzy pro vzorky C1 — C6.

6.4 Namérené hodnoty pro vzorky D1 — D6

Tyto vzorky byly v pevné formé, proto musely byt pfevedeny do roztoku, jehoz koncentra-

ce odpovidala hodnotam 2 az 3 mg.ml'l. Naméiené hodnoty pro tyto vzorky jsou uvedeny

v nésledujici tabulce (Tab. 5.).

Tab. 5. Seznam namérenych hodnot pro vzorky DI — D6.

Oznaceni M, M, PD
vzorku [kg.mol] [kg.mol] M,/ M,
D1 12 34 2,9
D2 10 31 3,1
D3 10 22 2,2
D4 11 22 1,9
D5 12 18 1,6
D6 8 12 1,6

Nasledujici grafy (Obr. 19. a Obr. 20.) zachycuji zdvislost hmotnostniho stiedu molarni

hmotnosti a indexu polydisperzity na dobé& hydrolyzy. Cim del§i byla doba hydrolyzy, tim

se snizovala molarni hmotnost i index polydiperzity.
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Obr. 19. Zdvislost hmotnostniho stredu moldrni hmotnosti na dobé hydrolyzy pro vzorky

DI - De6.
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Obr. 20. Zdvislost indexu polydisperzity (PD) na dobé hydrolyzy pro vzorky DI — Dé6.

Obr. 21. zachycuje signdly viskozitniho (DP) a refraktometrického (RI) detektoru. Piky

odpovidajici proteiniim jsou v oblasti retenéniho ¢asu 15-20 minut, s rostoucim ¢asem hyd-
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rolyzy dochézi k posunitim pikt k vy$§imu retencnimu Casu, tedy k mensi molarni hmotnos-
ti.
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Obr. 21. Signdly viskozitniho a refraktometrického detektoru pro vzorky D1 — DG6.
6.5 Namérené hodnoty pro vzorky E1 — E6

Vzorky série E byly dodany v pevné formé. Filtrdt hydrolyzdtu mél naZloutlou barvu, snad-
no ldmavou a kiehkou strukturu. Vysledky analyzy jsou uvedeny v nésledujici tabulce

(Tab. 6.).

Tab. 6. Seznam namérenych hodnot pro vzorky EI — E6.

Oznaceni M, M, PD
vzorku [kg.mol ] [kg.mol ] M,/ M,
El 19 46 2.4
E2 20 42 2,1
E3 17 31 1,9
E4 11 22 2,0
E5 11 20 1,9
E6 12 15 1,2

Nasledujici grafy (Obr. 22. a Obr. 23.) zndzorfiuji zdvislost hmotnostniho stfedu molarni
hmotnosti a indexu polydisperzity na dobé& hydrolyzy. Cim del§i byla doba hydrolyzy, tim

se sniZovala moldrni hmotnost i index polydiperzity.
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Obr. 22. Zdvislost hmotnostniho stredu moldrni hmotnosti na dobé hydrolyzy pro vzorky

El — E6.
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Obr. 23. Zdvislost indexu polydisperzity (PD) na dobé hydrolyzy pro vzorky EI — E6.
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Obr. 24 zachycuje signdly viskozitniho (DP) a refraktometrického (RI) detektoru. Piky od-

povidajici proteintim jsou v oblasti reten¢niho ¢asu 15-20 minut.
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Obr. 24. Signdly viskozitniho a refraktometrického detektoru.
6.6 Nameéiené hodnoty pro vzorky HK/1 -HK/4

Vzorky s oznadenim HK byly zpevné formy pievddény do roztoku nékolik minut
pied analyzou. Koncentrace vzorku v roztoku odpovidala hodnotam 2 az 3 mg.ml™. Namg-
fené hodnoty pro tyto vzorky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce (Tab. 7.). Signély visko-

zitnitho a refraktometrického detektoru pro hledané proteiny jsou v oblasti retencniho ¢asu

15-20 minut.

Tab. 7. Seznam namerenych hodnot pro vzorky HK/1 —HK/4.

Oznaceni M, M, PD
vzorku [kg.mol '] [kg.mol '] M,/ M,
HK/1 240 595 2,5
HK/2 355 875 2,5
HK/3 840 2040 24
HK/4 415 1025 2,5

Nésledujici grafy (Obr. 25. a Obr. 26.) zndzorfiuji zavislost hmotnostniho stfedu moléarni
hmotnosti a indexu polydisperzity na dobé hydrolyzy. S dels$i dobou hydrolyzy se sniZoval

index polydisperzity.
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Obr. 25. Zdvislost hmotnostniho stfedu moldrni hmotnosti na dobé hydrolyzy pro vzorky

HK/1 -HK/4.
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Obr. 26. Zdvislost indexu polydisperzity (PD) na dobé hydrolyzy pro vzorky HK/I — HK/4.

Obr. 27. zobrazuje vysledny chromatogram vzorku HK/1 softwarem Cirrus. Reten¢ni Cas

pro tento chromatogram se pohyboval v rozmezi 15 aZ 19 minut. Je zde i patrnd kiivka
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univerzalni kalibrace. Na Obr. 28 jsou znazornény distrubucni kiivky pro vzorky HK/1 —

HK/4. Na rozdil od vzorku B4 (Obr. 16.) jsou kiivky pro vSechny ¢tyfi vzorky bimod4lni.
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Obr. 27. Signdl viskozitniho a koncentracniho detektoru s oznacenymi piky pro vzorek

Distribution Flot View

chwercll o hd

HKI filtrat 2 (14)
HKG3 fitrat 2 (07)
HKi2 filtrat 2 (01)

Hii4 it (03)

! T L0 k] T 1
10000 100000
Extrapolated Wi

Obr. 28. Distribucni krivky pro vzorky HK/I — HK/4.
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V roce 2008 byla na Fakulté technologické UTB ve Zlin€ provedena studie, kterd se zaby-

vala charakterizaci molekul o nizkych molarnich hmotnostech kolagenovych hydrolyzatd,

které byly pfipraveny kombinaci enzymatické a kyselé hydrolyzy s ndslednou analyzou
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pomoci metody gelové permeacni chromatografie. Prace prokézala, Ze molarni hmotnost
a jeji distribuce pro hydrolyzaty kolagenu jsou ovlivnény vybérem hydrolyza¢niho ¢inidla

a Casem hydrolyzy [42].
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ZAVER
Diplomové prace se zabyvala zkoumanim proteinovych hydrolyzati kvasni¢né biomasy
metodou gelové permeacni chromatografie. Touto metodou byly stanoveny hmotnostni a

Ciselné stfedy a index polydisperzity moldrnich hmotnosti zkoumaného materiélu, ziska-

nych kyselou hydrolyzou kyselinou mlé¢nou o riznych koncentracich.

Teoretickd ¢ast popisuje obecné chromatografické metody, bliZze se zabyvd metodou GPC

a principy hydrolyzy.

Cast praktickd je zaméfena na experiment, ktery mé&l za cil zjistit, jak doba hydrolyzy
ovliviiuje hmotnostni stiedy moldrnich hmotnosti M,,, ¢iselné stiedy molarnich hmotnosti

M,, index polydisperzity PD a jejich distribuci.

Pro experiment bylo pouzito 34 vzorkd. Ve vod¢ rozpustné filtraty hydrolyzati kvasni¢né
biomasy mély svétle Zlutou az syté okrovou barvu, snadno ldmavou a kiehkou strukturu,

byly bez zapachu.

Analyza vzorkl probéhla pomoci GPC a k vyhodnoceni naméfenych dat byla pouZita me-
toda univerzdlni kalibrace. Univerzalni kalibracni kiivka byla vytvofena polysacharidovy-

mi pullulanovymi standardy.

Souhrnny graf (Obr. 29.) a graf (Obr. 25.), kde jsou znazornény vzorky HK/1 az HK/4 pro-
kazuji, Ze s rostouci dobou hydrolyzy klesa i molarni hmotnost. Z ostatnich graficky zna-
zornénych vysledkd (Obr. 12, 15, 18, 20, 23, 26) je také patrné, Ze s delsi dobou hydrolyzy

kles4 také index polydisperzity.
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Obr. 29. Souhrnny graf zdvislosti moldrni hmotnosti na dobé hydrolyzy pro vzorky série A,
B,C,DacE.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

[Aln
[A]s
[n]

a

A
ACN
Cm

Cs

GC
GPC

Kskc

=

= X £ K

<

Y v 2

koncentrace rozpus§téné latky A v mobilni fazi

koncentrace rozpusténé latky A ve stacionarni fazi

7 w7

limitni viskozitni ¢islo

konstanta pro Mark — Houwinkovu rovnici

maximalni praimér kuzele

acetonitril

mnoZstvi latky rozpusténé v mobilni fazi

mnoZzstvi latky rozpusténé ve stacionarni fazi

prumér molekuly

plynové chromatografie

gelova permeacni chromatografie
vodikovy kationt

voda

vyska piku

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

index polydisperzity
konstanta umérnosti

rozd€lovaci konstanta

konstanta pro Mark — Houwinkovu rovnici

disocia¢ni konstanta slabé kyseliny
disocia¢ni konstanta slabé zasady
konstanta hydrolyzy

distribucni koeficient

iontovy soucin vody,

délka kapilary

délka kolony

kapalinova chromatografie
molarni hmotnost polymeru
molarni hmotnost molekuly
¢iselny stied molarni hmotnosti

hmotnostni stfed molarni hmotnosti
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R

RI
SEC

THF
tm
R

t

distribuce molarnich hmotnosti
z — prumér moldrnich hmotnosti
viskozitni stfed molarni hmotnosti
azid sodny
dusi¢nan sodny
pocet molekul
hydroxydovy aniont
index polydisperzity
efektivni polomér délené makromolekuly (pro vypocet retenéniho objemu)
plynové konstanta (pro vypocet termodynamické rovnovahy)
polomér péra
retarda¢ni faktor
pomér vzdélenosti dosaZenych rozpusténou latkou a mobilni fazi
efektivni pomér délené molekuly
refraktometricky
sterickd exkluzni chromatografie
absolutni teplota
tetrahydrofuran
Cas, po ktery zastava latka v mobilni fazi
retencni Cas
Cas, po ktery zastava latka ve stacionarni fazi
linedrni pritokova rychlost
ultrafialovy
objem externich obalovych materiala
elucni objem
objem néplné kolony
objem pori
objem mobilni faze
retencni objem
reten¢ni objem
objem staciondrni faze

hmotnostni koncentrace
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Wi

AH°
AS°

hmotnostni zlomek (pro rovnici 16)
funkce tvaru distribuce makromolekuly
zména enthalpie

zména entropie

rozdélovaci koeficient rozpusSténé latky
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