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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva problematikou disociacnich konstant slabych kyselin a
moznostmi jejich stanoveni. Teoreticka ¢ast prace je zaméfena na charakteristiku disociacni
konstanty kyselin a zasad, také jsou zde zminény metody vhodné k méfeni téchto konstant.
Dale pojednava o slabych kyselinach vyznamnych v potravinaistvi, jejich vyznamu a o jejich
vyuziti v dalSich odvétvich. Cilem experimentalni Casti této diplomové prace bylo
optimalizovat stanoveni disociacnich konstant nékterych sloucenin metodou isotermalni
titracni mikrokalorimetrie. Pfi zpracovavani experimentu byl kladen diraz na stanoveni
hodnot vazebnych konstant probihajicich protonacnich reakci, pomoci nichz byly
vypocitany vysledné disociacni konstanty zkoumanych kyselin. Touto studii byla nastavena
cesta k mozné aplikaci isotermdlni titraéni mikrokalorimetrie jakoZto vhodné alternativy
slouzici ke stanoveni disocia¢nich konstant nezndmych sloucenin. K uplné optimalizaci této
metody a jejimu zavedeni do praxe za i€elem méteni disociacnich konstant sloucenin bude
vSak zapotiebi provést daleko véEétsi mnozstvi stanoveni zahrnujicich $ir§i spektrum

sloucenin.

Klicova slova: disociacni konstanta, isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie, slabé kyselina

ABSTRACT

The Master’s thesis is focused on the problematics of determination of dissociation constants
of weak acids. The theoretical study includes the characteristics of the acid and base
dissociation constants, it also compares conventional methods used for its determination and
discusses advantages and disadvantages of each one. It also comments on weak acids used
in food industry as well as in other industries. The aim of the experimental study was to
determine the association constants of protonation reactions which served for the calculation
of dissociation constants of known acids. Unfortunately, it will take a long time to optimize
ITC as suitable method for determination of dissociation constants of unknown compounds

and many more experiments with diverse compounds will need to be carried out.

Keywords: dissociation constant, isothermal titration microcalorimetry, weak acid



Timto bych chtéla podé¢kovat vedouci své diplomové prace Ing. Zdence Pruckové, Ph.D.
za viechny rady, ochotu, trp&livost a za jeji piatelstvi. Dale bych chtéla podékovat Ustavu
chemie FT UTB za poskytnuti vSech chemikalii nutnych k provedeni mych experimentt.
A predevsim dékuji své rodin€ za lasku, podporu a za to, ze jsou a vzdy byli pevnym bodem

mém zivoté!

ProhlaSuji, Ze odevzdana verze bakalatské/diplomové prace a verze elektronickd nahrané do

IS/STAG jsou totozné.



L A Y40 ] ) J s
I TEORETICKA CAST
1 DISOCTACE .uaaeeerereeceereneecserssecssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse
1.1 TEORIE KYSELIN A ZASAD ..ottt e ettt e e e e e e e e e aeaeeeeeeereaenaaaeeeeeeeeeenenas
1.2 DISOCTACNT KONSTANTA ...t eseeeeeeseneeeememseneneememnennnen
1.2.1  Disociace kyselin @ Zasad...........cccceeeeiiiiiiieeiiie e
1.2.2 DiSOCIACE VOAY ..eouvieeiieiiieeiiieiieeieeiieereeteeeteetteebeesseeeseensaessseensnesnseensnesnne
1.2.3  StUpenl diSOCIACE ....ccuvieiieiiieiieeite ettt ettt ettt et ettt e e e e saee e
1.2.4  Priklady disocia¢nich konstant slabych kyselin a zasad ..............cccccvvennenen.
1.2.5  Metody stanoveni disociacni KONStanty .........cccceeceevieriiieniiiiniienieeieenee
2  POTRAVINARSKY VYZNAMNE SLABE ORGANICKE KYSELINY ..........
2.1 KYSELINA OCTOVA .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaaeeeeeeeeeeaeeas
2.1.1 VPTODA ..ottt ettt ettt e ettt e et e et e e e st e enbeeeaaeenbeenneas
212 VYUZI et
2.2 KYSELINA L-ASKORBOVA ...ttt eeeeeenenenenenen
221 VYZNAM ittt et st
222 YA 2 1] 7 SRS
223 VYUZI covooeeoeeeeeeeeeeeeeeee e
2.3 KYSELINA BENZOOVA ...iieieeeeeeee e eeeeeeee e e e e e e e et eaeeeeeeeeeaaeaaeneeas
2.3.1 YA (0] o F USRS
232 VYUZIE ettt ettt ettt ettt ettt et aeeae e
24 KYSELINA MLECNA ..ottt ee ettt ee e e e et e e e e e e e e e e e aaaeaeeeeereeeeaaaaaeeeeeeeenennas
2 T VA ¥ U] o TR
D42 VYU covooeeoeeeeee e
2.5 AMINOKY SELINY .ttt et e eeeeeeeeeeeeeeeeteaeeseeeseeeeereeanenaaeseeeseeeeannaaeseeesenannnnaaasaes
2.5.1  VYZNAM ettt e e
2.5.2 VA2 1] o SR
2.5.3  VYUZIH eeeitiiiiieieee ettt ettt ettt et e e eeenee e
3  ISOTERMALNI TITRACNI MIKROKALORIMETRIE
3.1 PRINCIP MERENT ...ttt eeeseeesesemesmsmnenenen
3.2 STANOVENI DISOCIACNI KONSTANTY POMOCI ITC ...
II PRAKTICKA CAST
4 EXPERIMENTALNI CAST ooouoieeeeeeeesnensssnsasasssssssasasasasasasasasasasasasasasasasasasasasas
4.1 POUZITE PRISTROUE ... essesesesenesasenessnmnnnnnnn
4.1.1 VP-ITC MIKEOKAIOTIMELT ..eeeeeee et e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeaeaeaeeeaenaeas
4.1.2 TREIMIOVAC ettt e e e e e e e e e et eeeaaeeeeeeeeaaaraaaaeees
413 PHAMEI oot e e e e e e enaaeeeeans

414 MIKIOVANY .ottt ettt st enee



4.2 POUZITE KYSELINY A DALST CHEMIKALIE ...t eeeee 43

42,1 METENE KYSCINY ..eeieiiiieiiieciieceiee ettt e e e e snaeeeenee e 43

4.2.2  DalSi ChemMiKAIIC........eeeiiiiiiiieiciie e e e 45

4.3 PRIPRAVA POUZIVANYCH ROZTOKU ......eeiuiiiiieniiiaiiesiteeniiesreesieesseesieesseesseesneens 46

5 VYSLEDKY A DISKUSE ...cvveernernennenerssensessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 48
5.1 STANOVENI SLABYCH KYSELIN VE FORME JEJICH SODNYCH SOLI .....ccccevvieueennnee. 48
5.2 STANOVENI SLABYCH KYSELIN V PROTONOVANE FORME ........ccoierreeiienireenieeneee. 55
53 STANOVENI KYSELINY BENZOOVE V ROZTOKU METHANOL/VODA..........cccueeuennen. 60
ZAVER couererneersserssenene 62
SEZNAM POUZITE LITERATURY a..ccvnerrrusrnsrsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssesses 64
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ...cuevurerssrnssnssssssssssssssssssssssssssses 72
SEZNAM OBRAZKU ...ccvunrrrrrsnssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssns 74

SEZNAM TABULEK ...uuiiiiiiitintiinniisnesnnecssessssecssnssssesssesssssssssssssssssasssssssssssssssssasssns 76



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 9

UvVOD

Disociacni konstanta pfedstavuje vyznamny chemicky parametr urcujici silu kyseliny nebo
zasady, ktery je nezbytny pro pochopeni zékladnich chemickych a biochemickych reakei.
Na hodnoté disociacni konstanty zavisi rozpustnost a lipofilita dané molekuly, coz ovliviiuje,
za jakych podminek bude dochéazet k absorpci, distribuci a vylu¢ovani této molekuly z téla.
Proto hraje disociacni konstanta vyznamnou roli pfedevSim pii vyrob¢ 1&éCiv ¢i doplnkt
stravy. V soucasné dob¢ je k jejimu stanoveni vyuzivano Siroké spektrum chemickych
metod, nékteré znich jsou vSak zdlouhavé, financné nékladné ¢i vyzaduji specifické
pozadavky na zkoumany vzorek. Isotermalni titracni mikrokalorimetrie se tak pii stanoveni
disociacnich konstant nabizi jako vhodnd alternativa jiz zazitych metod, nebot’ se jedna
o metodu snadnou a piesnou, ktera neklade vysoké ndroky na pozadované vlastnosti
zkoumaného vzorku. Dal§i nespornou vyhodou isotermalni titracni mikrokalorimetrie
pro stanoveni disocia¢nich konstant je soucasné stanoveni vazebné konstanty a vazebné
entalpie, prace s nizkymi koncentracemi roztokl a malymi objemy roztoki. Tato metoda by
tedy byla vhodna pro stanoveni latek mélo rozpustnych ve vodé, popt. drahych sloucenin,

jak na jejich ptipravu nebo nakup.
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I. TEORETICKA CAST
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1 DISOCIACE

Chemicka disociace je jev, pii némz dochazi ke Stépeni latky vlivem rozpoustédla (vody)
na mensi Castice (kationty a anionty). Na zaklad¢ disociace je mozné stanovit disociacni
konstantu a tim pak silu kyseliny nebo zasady. [1] Disociace kyseliny nebo zasady je
procesem, pii némz se rozpousténa latka i rozpoustédlo na sebe snazi vazat uvolnény kation
vodiku. Vysledek ovliviiuje ochota latek vodik odstépit (kyselost), stejné jako ochota latek
vodik pfijmout (zasaditost). [2]

Disociace kyselin: HA+ H,0 -» HA™ + H;0% (1.1)
Disociace zasad: BOH + H,0 - BH + OH~ (1.2)
Disociace rozpoustédel (voda): H,0 + H,0 — H;0% + OH™ (1.3)

Pti chemické disociaci dochazi k ustanoveni rovnovazného stavu, ktery je charakterizovan
rovnovaznou konstantou K.. Tuto konstantu lze spocitat pomoci rovnice vychdzejici

z obecné chemické reakce:
aA + B & yC + 6D

Kde 4, B, C, D jsou symboly chemickych latek (4, B jsou vychozi latky a C, D jsou
produkty), symboly a, 8, v, § znaci stechiometrické koeficienty. [3]

Rovnice pro vypocet rovnovazné konstanty je pak odvozena jako:

[C]Y - [D]® (1.4)

1.1 Teorie kyselin a zasad

Arrheniova teorie

Z Arrheniovy teorie vyplyva, Ze kyselina je latkou schopnou odstépit kation vodiku H”,
zatimco zasada je schopna odstépit hydroxidovy aniont OH". Tato teorie je vSak omezena

pouze na reakce ve vodném prostiedi. [4]
Pro kyseliny plati: HA & HY + A~ (1.5)
HA+ H,0 & H;0%t + A~ (1.6)

Pro baze plati: B+ H,0 & BH* + OH™ (1.7)
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Brensted-Lowryho teorie

V roce 1923 chemici Nicolaus Brensted a Thomas Martin Lowry vytvofili teorii tykajici se
kyselin a zdsad zaloZenou na schopnosti piijimat nebo odevzdavat kation H". Na zakladé
tohoto principu je kyselina definovéana jako donor vodiku, je tedy schopna vodik odstépit,
zatimco zdsada predstavuje akceptor neboli pfijemce vodiku. K uvolnéni vodiku z kyseliny
dochazi pouze za ptitomnosti zasady, ktera konjugovany kation vodiku pifijme. Tato zdsada
se tak stane kyselinou, kterd s druhou zasadou tvofi prvni konjugovany par, a zaroven prvni
kyselina, kterd uvolni vodik, se stane zdsadou, kterd vytvoii s druhou kyselinou druhy
konjugovany par. Podle rovnice (1.9) jsou kyselinal a bazel konjugovanymi pary stejné tak
jako baze2 a kyselina2 v rovnici (1.10). Konjugovanym parem je tedy dvojice castic lisicich

se o proton (H"). [4]

HA+B o A~ + HB* (1.8)
kyselinal & H* + bazel (1.9)
baze2 + H* & kyselina?2 (1.10)

Pro kazdou Brensted-Lowryho kyselinu existuje konjugovana zasada a naopak. [4]
Lewisova teorie

Podle Lewisovy teorie miize kyselina ptijmout elektronovy par od zasady a stejné tak mize
baze darovat sviyj elektronovy par kyselin€. Piikladem je reakce kyseliny BF3 se zdsadou

ROR (ether) [4]:

BF;+: OR, - F3B:OR, (1.11)
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1.2 Disocia¢ni konstanta

1.2.1 Disociace Kkyselin a zasad

Disociacni konstanta je vyznamnym chemickym parametrem slouzicim k ucenti sily kyseliny
nebo zésady. Jsou-li kyselina nebo zasada rozpoustény ve vodé, zpravidla disociuji
na anionty a kationty. Rozsah disociace zavisi na sile dané kyseliny nebo baze. Jako silna
kyselina se oznacuje takova, ktera disociuje uplné (naptiklad HCI), zatimco slaba kyselina
disociuje pouze castené (napiiklad CH3;COOH). [4]

Pro reakci HA o HY + A” (1.12)

1ze disocia¢ni konstantu kyseliny spocitat dle vzorce [5]:

_[A7][HT] (1.13)
Ka = "Tha

Hodnoty K. se vSak pohybuji ve velmi Sirokém rozpéti, proto je sila kyselin v praxi

popisovana pomoci hodnoty pK, coz je zdporny dekadicky logaritmus hodnoty K.:
pK, = —log K, (1.14)

Plati, Ze ¢im vys$s§i hodnotu K, a zaroveil ¢im niz$i hodnotu pK, mé kyselina, tim je
siln€jsi. [5] Dale také plati, Ze zésada, jejiz konjugovana kyselina je slabsi (mé vyssi pKu),
je siln€jsi zasadou. [6]

Disociacni konstantu zésady K, l1ze spocitat obdobné jako u kyselin [5]:

BOH < B* + OH™ (1.15)
_[0H7][B"] (1.16)
b~ [BOH]

pK, = —log K, (1.17)
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1.2.2 Disociace vody

Voda je oznacovana jako amfolyt, nebot’ ma zaroven vlastnosti kyseliny i zasady. Dvé
molekuly vody spolecné reaguji za vzniku oxoniového kationtu a hydroxidového aniontu,
které navzajem s puvodnimi molekulami vody tvoii konjugované pary. Tento jev je

oznacovan jako autoprotolyza vody. [7]
H,0 + H,0 & H;0" + OH™ (1.18)

Rovnovazna konstanta této reakce se nazyva iontovy soucin vody a znaci se K,. Lze ji

spocitat pomoci rovnovazné konstanty reakce K. [7]:

_ [H;0*][0H"] (1.19)

" [H,0]?
Plati, Ze: K, =K, [H,0]?> = [0H"][H;07] (1.20)
K, =10""*mol?-17? (1.21)

1.2.3 Stupern disociace

Stupen disociace udava pomér poctu disociovanych molekul k celkovému poctu molekul
ucastnicich se reakce a je zavisly na koncentraci kyseliny v roztoku. Jedna se
0 bezrozmérnou veli¢inu, ktera se zna¢i symbolem a. Lze jej stanovit podle rovnice [7][8]:

(c1—co) _Ac (1.22)

Co Co

a =

Kde c¢op je pocatecni koncentrace kyseliny, c; je koncentrace kyseliny po ustanoveni
rovnovahy a Ac je pokles koncentrace kyseliny (oproti cp). Pomoci stupné disociace 1ze také

stanovit hodnotu disocia¢ni konstanty [7][8]:

‘- (Ac)> ¢y a? (1.23)
“ (ep—A) (1-a)

coa? 1.24

K, = —log—2 (1.24)

(1-a)
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1.2.4 Priklady disocia¢nich konstant slabych Kkyselin a zasad

Tabulka 1- Hodnoty disociacnich konstant vybranych kyselin [9]

Nazev kyseliny K.
kyselina mravenci 3,75
kyselina octova 4,76
kyselina glykolova 3,83
kyselina maleinova 1,92
kyselina L-glutamova 2,13
kyselina L-askorbova 4,04
kyselina benzoova 4,20
kyselina mlécna 3,86
kyselina citronova 3,13
kyselina stavelova 1,25

Tabulka 2 - Hodnoty disociacnich konstant vybranych zdsad [9]

Nazev zasady K.
amoniak 9,25
methylamin 10,66
anilin 4,87
ethylamin 10,65
pyridin 5,23
morfin 8,21
glycerol 14,15
difenylamin 0,79
piperidin 11,12
acetamid 15,10




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1.2.5 Metody stanoveni disocia¢ni konstanty
Potenciometrie

Jednoduchost a nizka cena délaji z potenciometrické titrace jednu z nejpouzivanéjSich metod
slouzicich ke stanoveni hodnoty disociac¢ni konstanty. Pti této metod¢ je postupné piidavan
znamy objem reakéniho cCinidla k roztoku analytu, pfi¢emz je neustidle méfena zména
potencidlu reakce pomoci dvou elektrod — indikacni a referen¢ni. VéEtSinou byvaji tyto
elektrody zkombinovany v tzv. pH elektrodu. Pfi stanoveni slabych kyselin plati, ze jsou-li
pfi této metod¢ pouzity roztoky o znamém pH, zjiStény potencial mize byt lineadrné pifeveden
na hodnotu pH, kterad odpovida hodnoté pK,.. Nevyhodou potenciometrické titrace je nutna
koncentrace nejméné 10 mol-I"' a také skuteCnost, ze se nehodi pro latky s nizkou

rozpustnosti ve vod¢. [10]

Obrazek 1: Priklad potenciometrického stanoveni kyseliny askorboveé [11]

Spektrofotometrie

Alternativou k potenciometrické titraci je spektrofotometrie v UV-VIS oblasti, ktera oproti
potenciometrii dok4ze analyzovat slouCeniny s niz§i rozpustnosti a pracovat s nizSimi
koncentracemi vzorku. Hlavni vyhodou je vyssi citlivost (> 10° mol-I'") ke slou¢eninam
s pfiznivymi moldrnimi absorpénimi koeficienty, které charakterizuji schopnost latky
absorbovat elektromagnetické zafeni. Sloucenina vSak musi obsahovat UV aktivni
chromofor. Spektralni data (intervaly vlnovych délek, které jsou zachycovany
do oddélenych obrazovych pdsem) jsou pribézné¢ zaznamendvana spektrofotometrem
obsahujicim detektor s diodovym polem. Obvykle byva métena absorpce dvou riznych

vlnovych délek pii ménicim se pH. Pomér absorpci pii téchto dvou vinovych délkach je
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vynesen do grafu v zévislosti na pH a timto zplisobem je ziskana sigmoidalni kftivka,
z jejihoz inflexniho bodu lze stanovit hodnotu pKa. Jedna z vinovych délek musi byt
pfifazena chromoforu a druha vlnova délka by méla byt pfi zméné pH neménna. Pouzitim
druhé vilnové délky jako reference nebude experiment ovlivnén zménou celkové
koncentrace. Spektrofotometrické metody nabizeji vynikajici piesnost, ale vyzaduji znalost
specifického spektra, které je charakteristické pro kazdou latku. Také plati, ze pouzivana

¢inidla musi byt Cista, pfipadné mohou obsahovat pouze necistoty, které neabsorbuji UV

svétlo. [13]
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Obrazek 2: Priklad absorpcniho spektra [13]
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Obrazek 3: Priklad vysledného grafu ziskaného spektrofotometrickym stanovenim pK, [13]
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Konduktometrie

Konduktometrie je zaloZena na schopnosti roztoku elektrolytu vést elektricky proud.
Pfi urcovani disociacni konstanty pomoci konduktometrické metody je vyuzivano toho, ze
siln¢ elektrolyty kompletné disociuji pii riiznych koncentracich, zatimco slabé elektrolyty
dosahnou uplné disociace pouze pii nekonecném ziedéni. Métenim vodivosti vzorku tak 1ze

ziskat hodnotu, ktera je souctem vodivosti vSech iontli v roztoku. [10]
A=Y (1.25)
Zde A znamené ekvivalentni vodivost, A; pfedstavuje vodivost iontu.

A je méfitelnou veli¢inou a A° Ize ziskat extrapolaci z grafu zavislosti ekvivalentni vodivosti
na druhé odmocniné koncentrace roztoku. Ekvivalentni vodivost zavisi na mnozstvi iontil
v roztoku a dosahuje své limitni hodnoty A° p¥i nekone¢ném ziedéni. Stupeni disociace pak

1ze urcit pomoci rovnice [10]:

A (1.26)
a = F

Poté miiZe byt zjisténa zdanliva disociacni konstanta K pomoci Ostwaldova zied’ovaciho

zakona [10]:
K'=A?-c/[A°- (A° — A)] (1.27)

Konduktometrie pfedstavuje relativné spolehlivou a rychlou metodu stanoveni disociacni
konstanty pii dosaZeni vysoké piesnosti s odchylkou + 0,01 — 0,03. Hlavni nevyhodou této
metody je jeji nespecificnost, coz znamena, ze nemohou byt rizné ionty méfeny samostatné.

Proto se pti konduktometrii musi pracovat vyhradné s Cistymi slouceninami. [10]
Voltametrie

Pii této metodé na analyzovany roztok plsobi meénici se napéti, pficemz sledovanou
veli¢inou je vysledny proud. Typickd voltmetricka sestava je tvofena tfemi elektrodami:
referencni, pracovni a pomocnou. Pracovni a pomocné elektroda maji funkci anody a katody,
zatimco referencni elektroda slouzi jako vychozi bod pro méfeni vyvijeného napéti. Moderni
voltametrické metody jsou velmi citlivé se schopnosti méfit i pfi velmi nizkych
koncentracich roztokli. V zasad¢ se jedna o méfeni elektrické odezvy molekul. Je v§ak nutné
pouzit porovnavaci vzorek. Posun piku u porovnavaciho vzorku oproti vzorku méfenému je

pak vyuzit ke stanoveni disociani konstanty. Voltametrie neni typickou metodou
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pouzivanou ke stanoveni disocia¢nich konstant, a to pfedevSim z diivodu nutnosti vzorku,

ktery obsahuje elektro-aktivni molekuly rozpustné ve vodivém rozpoustédle. [10]
NMR titrace

Ke stanoveni disociacni konstanty mtize byt vyuZzita metoda NMR titrace. Sleduje se zména
chemického posunu protonii v 'H NMR spektru, ktera je zavisld na mnoZstvi, tj. koncentraci
aniontli v analyzovaném roztoku. Pfi méfeni se postupné zvySuje koncentrace aniontl
vroztoku a po kazdém piidavku se zméii 'H NMR spektrum. Ze ziskanych hodnot
chemickych posunil 1ze pomoci titracni kiivky vypocitat disociacni konstantu. [13] Vyhodou
NMR je plné automatizace procesu, mezi hlavni nevyhody patii nutnost rozpusténi vzorku

v deuterovaném rozpoustédle a vysoka pofizovaci cena piistroje. [14]
Isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie (ITC)

Vsechny kalorimetrické metody funguji na stejném principu, kdy v analyzovaném vzorku
probiha fyzikalni nebo chemicky proces, pifi kterém se méfi mnozstvi uvolnéného nebo
spotfebovaného tepla. Méteni hodnot pK, pomoci ITC probihd pomoci acidobazické titrace.
Ta probiha v adiabatickém plaSti uvnitt kalorimetru, kdy je méfena energie potiebna
k udrzeni konstantni teploty plasté. [15] Vyhoda ITC ve stanoveni disociacni konstanty
kyselin spo¢iva v soucasném stanoveni vazebné konstanty a enthalpie. Disocia¢ni konstantu
lze vypocitat z vazebné konstanty a teplotni zavislost pK, je mozné stanovit pomoci
enthalpie. [16] Vyuziti ITC ke studiu protonacnich reakci je méné Casté ve srovnani
letech byva metoda ITC pouZivana ke stanoveni disocianich konstant peptidl a vlivu pH
na vazby na specifické ionizovatelné skupiny. Metoda ITC byva nazyvana ,zlatym

standardem* pro charakterizaci biomolekularnich interakci. [15]
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2 POTRAVINARSKY VYZNAMNE SLABE ORGANICKE
KYSELINY

Slabymi jsou nazyvany kyseliny, které na rozdil od silnych kyselin ve vodném prostiedi
disociuji pouze casteCné. [4] Takovéto organické kyseliny jsou Siroce vyuzivany

v potravinafském primyslu, zejména jako konzervacni latky potravin a napoja. [17]

2.1 Kyselina octova

Kyselina octovda (CH3COOH), znama také jako kyselina ethanova, je jednou
z nejvyznamnéjSich karboxylovych kyselin. [18] Jedna se o ¢irou bezbarvou kapalinu
s drazdivym octovym zépachem, bodem tani 16,73 °C a bodem varu 117,9 °C. Komeréné je
prodavana pod nazvem ledova kyselina octova s koncentraci 98 % a zaroven s méné nez 1 %
vody (ptfipadné neclistoty vyplyvaji z procesu, kterym byla kyselina ziskana). Hustota
kyseliny je 1,0491 g-cm™ pfi 20 °C. [18]

H,C~ “OH

Obrazek 4: Strukturni vzorec kyseliny octové [18]

Jedna se o vysoce hygroskopickou kapalinu velmi dobfe rozpustnou ve vodé, jejiz disociacni

konstanta ¢ini 4,76. [9][18] Disociaci kyseliny octové 1ze popsat nasledujici rovnici [4]:

CH,COOH + H,0 - Hs0% + CH;C00~ (1.28)

2.1.1 Vyroba

Kyselina octovd miize byt produkovana ptirodni nebo chemickou cestou v zavislosti

na ucelu jejiho dalsiho vyuziti. [20]
Karbonylace methanolu

Nejpouzivangj$im syntetickym zpiisobem vedoucim k zisku kyseliny octové je karbonylace
methanolu procesem vyvinutym spole¢nosti Monsanto. Pti karbonylaci reaguji metanol a
oxid uhelnaty v kapalné fazi za ptitomnosti katalyzatoru na bazi rhodia pii teploté
150-200 °C a tlaku 3-10°-5-10° Pa. Vznika kyselina octova s vytézkem 95 % a s 5 %
vedlejsich produktd, jako jsou kyselina mravenci a formaldehyd, promotorem reakce je zde

jodovodik. Reakce probihd v kapalné fazi s methylacetatem jako rozpoustédlem. Pro reakci
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je také potiebné regulovat mnozstvi vody, na némz je zavisla rychlost reakce. VedlejSimi
produkty reakce jsou Hz, CO> a methanol, které jsou nasledné zpétné vyuzity. Tento proces
byl ¢asem modifikovan pouzitim iridia misto rhodia jako katalyzatoru a vesel ve znamost

jako tzv. Cativa proces [20]:

HI,H,IrCl
CO + CH;0H —2""% CH,COOH (1.29)

Oxidace acetaldehydu

Nejprve je oxidaci ethylenu pfipraven acetaldehyd za pouziti palladia a chloridu méd’'natého
jako katalyzatoru. Acetaldehyd je poté oxidovén pfi tlaku 5-10° Pa a teplot& 150 °C za vzniku
kyseliny octové [21]:

C,H, + (1/2)0, > CH;CHO (1.30)
CHsCHO + (1/2)0, » CH;COOH (1.31)

Muze byt také uplatnén jednostupiiovy proces pfemény ethylenu na kyselinu octovou
za pouziti olova a platiny jako katalyzatoru pifi vysokém tlaku. Ve srovnani s oxidaci
acetaldehydu je vSak vytézek kyseliny octové pfi tomto jednostupiiovém procesu velmi

nizky. [21]
Oxidace uhlovodiku

Uhlovodiky odvozené z ropnych latek, jako jsou butan a nafta, jsou vyuzivany k vyrobé
kyseliny octové za pouziti katalyzatori octanu kobaltnatého a octanu chromitého. Reakce
probiha pti pomérné §irsim teplotnim rozmezi (150-230 °C) a tlaku (5-10°-6-10° Pa). Tento
proces vyuZziva ptitomnosti ropnych surovin, které obsahuji uhlovodikovou smés, coz vede
k tvorbé dalSich vedlejSich produktli, jako jsou aceton, kyselina mravenci ¢i kyselina

propionova. Timto procesem ovSem nedochazi k produkei Cisté kyseliny octové. [20]
Fermentace

Fermentacni zpiisob je vétSinou vyuzivan k zisku potravinaiské kyseliny octové neboli octa.
Tento proces zahrnuje vyuziti obnovitelného uhliku ze zdrojl, jako jsou napiiklad jablka,
hrozny, hrusky nebo datle, sirupové cerealie, a dale vyuziva bakterii octového kvaseni. [22]
Nejpouzivangj§imi rody jsou Acetobacter a Gluconacetobacter. [20] Fermentacni proces
zahrnuje dva kroky. V prvnim kroku kvasinky Saccaromyces cerevesiae konvertuji
zkvasitelné cukry na ethanol a oxid uhli¢ity. Ve druhém kroku pfevedou bakterie octového

kvaseni (Acetobacer aceti) ethanol na kyselinu octovou a vodu [23]:
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CoHy,0 = 2C0, + 2 CH;CH,OH (1.32)
CH;CH,OH + 0, » CH;COOH + H,0 (1.33)

Po dokonceni procesu je provedena separace produktii centrifugaci, smes kyseliny octové a
vody je oddélena destilaci. [22] Cena octa se li$i podle druhu pouzitého zdroje a oblasti, kde

je vyrabén. [20]

2.1.2 Vyuziti

V EU je kyselina octova vyuzivana v potravinafstvi pod znackou E 260. PouZziva se jako
ptirodni konzervacéni a antimikrobidlni ¢inidlo nejen pfi sterilaci zeleniny, ale i jako aktivni
slozka jedlych filmi slouzicich k prodlouzeni trvanlivosti potravin. Pfidava se do majonézy
jako ochrana proti bakterii rodu Salmonella, vyuziva se také jako okyselujici latka, ktera
dodava potravindm charakteristicky chutovy profil. Kyselina octova a jeji anhydrid jsou
Siroce pouzivany pii vyrobé modifikovanych skrobt, které jsou vyuzivany jako stabilizatory
a emulzifikatory v potravinaiskych vyrobcich. [24] Kromé potravinafského primyslu lze
kyselinu octovou vyuzit i jinych odvétvich, jako je napiiklad zpracovatelsky primysl. Zde
se z kyseliny octové vyrdbi monomer vinylacetat, ktery lze pozd¢ji pouzit k vyrobé
polyvinylacetatu, acetatu celuldzy a k vyrob¢ dalSich sloucenin, které tvoti dulezité slozky
v barvach a lepidlech. Také se kyselina octova pouziva pii vyrobé esterti, z nichZ jsou

nasledné vyrabény inkousty. [25]
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2.2 Kyselina L-askorbova

Kyselina L-askorbova, znama také jako vitamin C, patii mezi derivaty D-glukosy. Chemicka
struktura ptedstavuje y-laktonovy kruh obsahujici konfiguraci endiolu (—COH=COH)

navazaného na karbonylovou skupinu. [26]

HO

OH
Vel
@) OH

OH

Obrazek 5: Strukturni vzorec kyseliny L-askorbové [26]

Vyskytuje se ve formé& bilého nebo slabé zlutého prasku s mirné kyselou chuti, dobfie
rozpustného ve vodé, S$patné rozpustného v alkoholu a nerozpustného v chloroformu.
Pii vystaveni svétlu postupné tmavne. Molarni hmotnost kyseliny &ini 176,13 g-mol, bod

tani je 189-193 °C. [26]

HO HO HO
= O = O E O
HO O -H' o O -H" _Ho O
— H* — H* —
HO OH e OH 0 o}
pKy = 4,17 pK, = 11,79

Obrazek 6: Schéma disociace kyseliny L-askorbové (upraveno dle [27])

Kyselina L-askorbova je produkovana rostlinami a nékterymi druhy zvitat, ovSem ne lidmi
¢1 jinymi primdty. Ti ji musi pfijimat pouze stravou. [26] V disledku pfitomnosti dvou
enolovych hydroxylovych skupin vykazuje tato kyselina zna¢né kysely charakter. Protoze
snadno podléhéd oxidaci, je vyznamnym redukénim cCinidlem, uplatiiujicim se v mnoha
extracelularnich 1 intracelularnich procesech probihajicich v organismu. [28][29] Funguje
jako enzymaticky kofaktor pro mnoho enzymii a slouZzi jako donor elektronti monooxygenaz
a dioxygenaz. Také se uplatiiuje jako silny antioxidant, stimuluje imunitni odpovéd’ a podili
se na syntéze kolagenu, karnitinu a neurotransmiteri. Nedostate¢ny piijem kyseliny

askorbové je spojen s onemocnénim zvanym kurdé¢je. [26]

V suchém stavu je kyselina na vzduchu stabilni, v roztoku reverzibiln¢ oxiduje na kyselinu

dehydroaskorbovou, ¢imz vznika askorbylovy radikalovy anion znamy jako
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semidehydoaskorbat. Kyselina dehydoaskorbova ma plnou aktivitu vitaminu C, protoze je

v organismu snadno redukovana na kyselinu askorbovou. [26]

HQ HO o HO
z (0] i y z 0
HO O .& HO O ¢ _Ho ©
_ ) +e +e
0 OH O OH o) 0
askorbat askorbylovy radikal dehydroaskorbova
kyselina
_H+ H+
HO
0
Ho\/\;_fo
HO OH

askorbova kyselina

Obrazek 7: Schéma oxidace kyseliny L-askorbové (upraveno dle [29])

2.2.1 Vyznam

vvvvvv

V ptitomnosti kysliku mé tendenci siln¢ oxidovat, mize tak reagovat s volnymi radikaly a
zastavit jejich fetézové reakce, které¢ by vyvolaly nebezpecné u€inky na organismus. Také
stabilizuje ostatni diilezité biologicky aktivni latky, jako jsou vitamin A, E, kyselina listova
a thiamin. Je rovnéZ nezbytnd pro syntézu kolagenu, diileZitd pro hojeni ran a slouzi
k prevenci krvaceni. [30] Neschopnost biosyntézy kyseliny L-askorbové v lidském
organismu je zpiusobena nedostatkem termindlniho aromatického enzymu L-gulono-1,4-
laktonoxidazy. Tento oxida¢ni enzym je nutny v poslednim kroku pfemény L-gulono-y-
laktonu na 2-oxo-L-gulono-y-lakton, ktery je tautomerem kyseliny L-askorbové a spontdnné
se sam transformuje na vitamin C. Vysoké koncentrace vitaminu C se nachézeji v ovoci,
jako jsou pomerance, grapefruity, mandarinky, citrony, limety, papdja, jahody a meloun.
Také mnoho druhl zeleniny obsahuje vitamin C, napfiklad rajcata, brokolice, paprika

¢i listova zelenina. [31]

2.2.2 Vyroba

Na pocatku 30. let 20. stoleti byla pro syntézu kyseliny askorbové vyvinuta Reichstein-
Griissnerova metoda. Zde je jako vychozi material pouZzita D-glukdza, ktera je katalytickou

dehydrogenaci pfevedena na D-sorbitol. Ten je poté biokonvertovan na L-sorb6ézu pomoci
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mikroorganismu Gluconobacter spp. Nasledné je L-sorbdza v n€kolika krocich oxidovana
na 2-keto-L-gulonovou kyselinu, kterd je nakonec pfeménéna na kyselinu askorbovou
procesem laktonizace. Reichstein-Griissnerova metoda je vSak vysoce energeticky narocna
a zavisi na pouziti fady toxickych chemikalii. Proto byla vyvinuta mikrobidlni metoda
na principu fermentace, kterd se stala mnohem atraktivnéjsi diky své nizké cené a vyssi
ekologi¢nosti. Dvoustupiiovy proces fermentace lze svym zplsobem povazovat
za vylepsenou Reichstein-Griissnerovu metodu. V prvnim kroku je fermentovana L-sorbdza

a ve druhém pak 2-oxo-L-gulonova kyselina. [32]

HO OH OH katalyticka HO OH OH 0 OH OH
: hydrogenace E fermentace
0= HO HO /
HO OH HO OH HO OH
D-glukosa D-sorbitol D-sorbosa
kombinovana O OH OH esterifikace OH OH
fermentace laktonizace HO
_— — > — = =
HO
OHO OH o~ O OH
2-oxo-L-gulonova kyselina L-askorbova kyselina

Obrazek 8: Dvoustupriova fermentace kyseliny L-askorbové (upraveno dle [30])
2.2.3 Vyuziti

Silna antioxidaéni aktivita kyseliny askorbové piiméla primyslova odvétvi k vyvoji ptisad
za ucelem pouziti této latky v riznych potravindiskych vyrobcich. Existuje mnoho
ptfidatnych latek na bazi kyseliny askorbové: samotnd kyselina askorbova (E300), soli
askorbat sodny (E301), askorbat vapenaty (E302) a askorbat draselny (E303) ¢i lipofilni
ester askorbylpalmitat (E304). Tyto pfidatné latky nachéazi uplatnéni pii vyrobé piva,
zelatiny, dzemu, cukrovinek, chleba a pekatskych vyrobki, ovocnych dzust i k prodlouzeni

trvanlivosti masa a rybich produktd. [31]
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2.3 Kyselina benzoova

Kyselina benzoova je nejjednodussi aromatickou karboxylovou kyselinou s jednou
karboxylovou skupinou navézanou na benzenovy kruh. Jedna se o bezbarvy nebo bily

préasek, ktery mize byt bez zapachu ¢i s mirnym charakteristickym zdpachem. [33]

©/COOH

Obrazek 9: Strukturni vzorec kyseliny benzoové [33]

Vykazuje teplotu tani 122 °C a bod varu 249 °C. Tato kyselina je Spatné rozpustnd, ovSem
jeji sodna stl (benzoan sodny) je ve vodé vysoce rozpustna a pouziva se jako konzervacni
prostfedek k potlaceni rustu kvasinek. Kyselina benzoova a mnoho jejich derivati se
vyskytuji jako bézné metabolity v rostlinach, zivocisich a také jsou obsazeny v rozlicnych

potravindch. [32] Disociacni konstanta kyseliny benzoové ve vodé nabyva hodnoty 4,2.

[33][34]
COOH (70)0)
e
H+

pK = 4,2

Obrazek 10: Schéma disociace kyseliny benzoové [35]
2.3.1 Vyroba

Hlavni postup primyslové vyroby kyseliny benzoové je zaloZzen na oxidaci toluenu
v ptitomnosti kovového katalyzatoru za vysokého tlaku a teploty (obvykle 140—-165 °C).
Tento proces je energeticky narocny a neekologicky, nebot toluen je =ziskavan
z neobnovitelnych surovin, fosilnich paliv. Existuji sice pfirozené cesty pro biosyntézu

kyseliny benzoové, jsou vSak Casto neefektivni a podléhaji slozité regulaci. [36]

CHs o CHO COOH

Obrazek 11: Schéma oxidace toluenu (upraveno dle [37])
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2.3.2 Vyuziti

Kyselina benzoova, jeji soli a dalsi derivaty jsou klasifikovany jako potravinarské pridatné
latky, zejména jako konzervacni latky a latky urCené k aromatizaci. Nedisociovana forma
kyseliny benzoové je nejucinnéjsi jako antimikrobidlni ¢inidlo, piednostné jsou tedy jako
ptidatné latky vyuzivany jeji soli, zejména benzoan sodny. Antimikrobidlni aktivita kyseliny
benzoové a benzoanti byla zkouména viici Sirokému spektru mikroorganismu zptisobujicich
znehodnocovani potravin a bylo prokézano, Ze jsou ucinné proti kvasinkdm a plisnim
patficim k rodim Aspergillus, Penicillium, Eurotium, Debaryomyces, Saccharomyces,
Pichia, Candida, Kloeckera, Kluyveromyces a Zygosaccharomyces. Také nic¢i bakterie
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc dextranicum a
Leuconostoc mesenteroides. Kyselina benzoovd byva pouzivdna jako ochucujici latka
v potravinach, kde je schopna zvysit vnimani sladkosti, snizit vnimani kyselosti a slanosti

a vyrazn¢ snizit hotkost. [33]
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2.4 Kyselina mlééna

Kyselina mlé¢na (2-hydroxypropionova, 2-hydroxypropanova) je nejcastéji se vyskytujici
hydroxykarboxylovou kyselinou. Jedna se o nazloutlou kapalinu bez zapachu s bodem varu

53 °C. Je velmi dobfe misitelna s vodou [38]:

H;C._COOH

T

OH

Obrazek 12: Strukturni vzorec kyseliny L-mlécné [38]

Kyselina mlécna obsahuje chiralni uhlik, diky némuz je kyselina mlécna opticky aktivni
a vyskytuje se proto ve dvou opticky aktivnich formach, kterymi jsou L(+)-kyselina mlé¢na
a D(-)-kyselina mlé¢nd, nebo v racemické formé, coz je smés kyselin L(+)-mlécné a D(-)-
mlécné. Tyto dva izomery maji stejné fyzikalni vlastnosti (bod tani, rozpustnost, disocia¢ni
konstanta, hustota atd.) i stejné chemické vlastnosti. Kyselina L-mlé¢na se vSak v zivych
organismech nachdzi Castéji nez kyselina D-mlécnd. V lidském téle je produkovéana
pfi svalové kontrakei a také je vyhodnéjsi pro pouZiti v potravinach a v medicing, nebot
metabolickd pfeména kyseliny L-mlééné v téle probihd rychleji nez u kyseliny
D-mlééné. [38] Disociacni konstanta kyseliny mlé¢né je 3,9. [9]

HC. _COOH -H* HsC_ _COO

T T

OH H* OH

pK =3,9
Obrazek 13: Schéma disociace kyseliny mlécné [38]
2.4.1 Vyroba
Chemicka syntéza

Vyroba kyseliny mlééné chemickou syntézou probiha ptes laktonitril, kdy je kyanovodik
pfidavan do kapalného acetaldehydu v pfitomnosti bazického katalyzatoru za vysokého
tlaku. Vznikly laktonitril je poté izolovan, vydestilovan a nakonec hydrolyzovan pomoci
kyseliny sirové za vzniku kyseliny mlé¢né a siranu amonného. Kyselina mlé¢na je nasledné
esterifikovana methanolem a vznikly methyllaktat je izolovan, pfecistén destilaci

a hydrolyzovéan okyselenou vodou za vzniku kyseliny mlééné a methanolu. Methanol je
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odd¢len destilaci a recyklovan. Chemicka syntéza je ovSem drahd a zavisla na fosilnich

surovinach. Proto je k vyrob¢ kyseliny mlé¢né vyuzivana predev§im fermentace. [38]

H,0,H,SO CH30H
HscTH HCN H3CYCN 20,H2S04 H3CYCOOH ,
o oH - (NH4),S0,4 OH - H0
acetaldehyd laktonitril
o)
H,C _CH3 H,O/H* H,C._ _COOH

O — >

OH - CH30H OH
methyllaktat

Obrazek 14: Schéma chemické syntézy kyseliny mlécné [38]

Fermentace

Tento zpasob vyroby pokryva az 90 % produkce kyseliny mlécné. Proces fermentace je
charakterizovan biologickou degradaci substratu (glukézy) pomoci mikroorganismil
na metabolity, jako jsou ethanol, kyselina citrénova a kyselina mlé€na. Pti vyrobé kyseliny
mlécné lze pouzit nékolik druhtt mikroorganismi a substratti. Vysoce ¢istych fermentacnich
produktli 1ze dosahnout predevsim za pouziti Cistych substratd, jako je sachar6dza z cukrové

titiny a cukrové fepy, coz vede ke sniZzeni nakladu na ¢iSténi produktu. [38]

2.4.2 Vyuziti

V potravinarském priamyslu je tato kyselina vyuzivana jako okyselujici prostfedek diky své
mirn¢ kyselé¢ chuti ve srovnani s jinymi kyselinami pouzivanymi pii vyrobé potravin.
Pouziva se také jako regulator pH a inhibitor zbytkovych bakterii pfi zpracovani potravin,
jako jsou sladkosti, nealkoholické napoje, pivo a dal$i produkty. Je nezbytnou ptisadou
ve fermentovanych potravinach, naptiklad v jogurtech ¢i v konzervované zelening. Kyselina
mlécna nachazi uplatnéni také v textilnim primyslu jako motidlo pro barveni a muze
nahradit ethylenglykol v nemrznouci smési. Derivaty, soli a estery kyseliny mlé¢né se
vyuzivaji jako rozpoustédla, emulgatory a zmé&kCovadla. Ve farmaceutickém primyslu je
vyuZzivana v implantatech, pilulkach a systémech fizeného uvoliiovani lé¢iva. Je oblibenou
slozkou kosmetickych produkti diky svym zvlh¢ujicim, antimikrobidlnim a omlazujicim

ucinkiim na pokozku. Pouziva se také ve vyrobcich pro Ustni hygienu. [38]
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2.5 Aminokyseliny

Také aminokyseliny lze tadit mezi slabé kyseliny. Jednd se o substitucni derivaty
karboxylovych kyselin, jez jsou zakladnimi stavebnimi prvky proteinii a vyznamné urcuji
jejich  fyzikalné-chemické  vlastnosti.  [39] Jsou  tvofeny  aminoskupinou
(-NH>), karboxylovou skupinou (-COOH) a postrannim feté¢zcem (R), které jsou navazany
na centralni atom uhliku, tzv. o uhlik. Pravé rozdilna struktura postranniho fetézce urcuje
odliSnost ve vlastnostech jednotlivych aminokyselin. [40] Aminokyseliny byvaji
oznac¢ovany pomoci feckych pismen o nebo P podle toho, jaké uspofaddni mezi sebou

zaujimaji karboxylova skupina a aminoskupina. [41]

o) R O

R o
\HJ\OH H,N )B\)J\OH
NH,

Obrazek 15: Obecné vzorce a. a f aminokyselin [42]

V disledku pfitomnosti zasadit¢é aminoskupiny a zaroven kyselé karboxylové skupiny
v jedné v molekule, vykazuji aminokyseliny vlastnosti amfolytd. To znamena, Ze reaguji
s latkami kysel¢ 1 zasadité povahy. [43] Pfi neutralnim pH jsou aminoskupina i karboxylova
skupina ionizované a vykazuji opaény naboj. V tomto stavu je tedy molekula dipolarni,

takzvan¢ zwitterionicka. [41]

O ® O

H:N O

H,N \HkOH P —— 3 w)ko
CH; CHj,
alanin alanin

dipolarni forma

Obrazek 16: Zwitterionicka forma aminokyseliny alanin (upraveno dle [41])

Hodnota pH, pfi které je aminokyselina elektroneutralni se nazyva isoelektricky bod (p/).
Je-li aminokyselina v tomto stavu podrobena titraci kyselinou, dojde k protonizaci
karboxylové skupiny. pH, pii kterém plati, ze koncentrace [COO] je rovna koncentraci
[COOH], je definovana jako pKa; (zaporny logaritmus disociacni konstanty kyseliny Kj).

Stejné tak plati, ze je-li zwitterionickd aminokyselina titrovana zasadou, NH3" skupina se
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stava deprotonizovanou a pH, kdy koncentrace [NH3'] = [NH] lze vyjadiit jako pKao. [43]

Pro vSechny neutralni aminokyseliny plati [41]:

pl = (pKa1 + pKaz)/2 (1.34)
Pro kyselé aminokyseliny plati [43]:

pl = (pKa1 + pKa3)/2 (1.35)
Pro bazické aminokyseliny plati [43]:

pl = (pKaz + pKa3)/2 (1.36)

Zde indexy 1, 2 a 3 odlisuji disocia¢ni konstanty karboxylové skupiny, aminoskupiny a

postranniho fetézce. [43]
Stupent ionizace v roztoku pfi jakémkoli pH mize byt uréen pomoci Henderson-
Hasselbachovy rovnice [43]:

[konjugovana baze] (1.37)
[konjugovana kyselina]

pH = pK, +

2.5.1 Vyznam

Aminokyseliny jsou zdkladnimi stavebnimi slozkami proteinti. V pfirodé existuje vice
nez 700 volnych aminokyselin, av§ak pouze 20 zékladnich (tzv. kodovanych) aminokyselin
slouzi jako stavebni jednotky bilkovin. Tyto aminokyseliny byvaji také oznacovany jako
proteinogenni. VEétSinu z 20 proteinogennich aminokyselin je lidské télo schopno
nasyntetizovat samo. Devét z nich vSak musi byt pfijiméno vyhradné potravou, nebot jsou
syntetizovany pouze v rostlindch nebo v mikroorganismech. [41] Tyto aminokyseliny jsou
nazyvany esencidlnimi a fadi se zde: fenylalanin, valin, tryptofan, threonin, leucin, izoleucin,

methionin, histidin a lysin. [44]

Tabulka 3 - Rozdeleni kodovanych aminokyselin [41]

alanin, asparagin, cystein, glutamin, glycin, izoleucin,
Neutralni aminokyseliny | leucin, methionin, fenylalanin, prolin, serin, threonin,

tryptofan, tyrosin, valin

Kyselé aminokyseliny aspartamova kyselina, glutamova kyselina

Zasadité aminokyseliny | histidin, lysin, arginin
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2.5.2 Vyroba
Hydrolyza proteini

Pivodni metodou pro vyrobu aminokyselin je hydrolyza proteinii, jako metoda ziskavani
L-aminokyselin mé vSak nyni jen omezeny vyznam, i kdyz je stale relevantni pro vyrobu
L-serinu, L-prolinu, L-hydroxyprolinu a L-tyrosinu, neni vhodna pro velkovyrobni produkci

aminokyselin. [45]
Chemicka syntéza

Aminokyseliny jsou synteticky pfipravovany sérii chemickych reakci znadmych jako
Streckerova syntéza. Reakce vychazi z aldehydu nebo ketonu, ktery kondenzuje s chloridem
amonnym v piitomnosti kyanidu draselného za vzniku o-aminonitrilu, ktery poté
hydrolyzuje za zisku pozadované aminokyseliny. Produktem chemické syntézy je vSak
racemickd smés a k zisku biologicky aktivni L-formy aminokyseliny je nutny dalsi krok
zauziti imobilizovaného enzymu aminoacylazy produkovaného mikroorganismem
Aspergillus niger. Kvili vysokym vyrobnim nékladiim druhého vyrobniho kroku je velmi

malo aminokyselin (glycin, methionin) vyrabéno chemickou syntézou. [45]

)'O NH;  NH jen  NHz o0 NH

) — —’R)\H/OH

R R CN
O

Obrazek 17: Streckerova syntéza a-aminokyselin [46]

Enzymova katalyza

Pii enzymové katalyze je prekurzor aminokyseliny pfeveden na cilovou aminokyselinu
pomoci jednoho nebo dvou enzymii. Tato metoda pouziva spiSe Cisté enzymy nez enzymové
systémy zivych mikroorganismi, jako je tomu u metody fermentace. Napiiklad kyselina
L-asparagova se vyrabi hlavn€ enzymové katalyzovanym ptidavkem amoniaku ke kyseliné
fumarové. Protoze je timto zplisobem vyrobena pouze piirozené se vyskytujici L-forma,
neni nutny dalsi krok slouzici k rozliSeni smési, jako je tomu v pfedchozi metodé, kdy vznika

racemickd smés aminokyselin. [45]
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Fermentace

Tato metoda vyuziva mikroorganismu, které pfeméiuji ziviny na rizné zivotné dilezité
latky pro svou potiebu. Pii fermentacni metod¢ jsou do média ke kulturdm mikroorganismt
pridavany surové materialy, naptiklad sirupy. Proliferujici mikroorganismy poté produkuji
aminokyseliny. Reakce je zavisld na piisobeni enzyml produkovanych mikroorganismy.
Mikroorganismy obecné¢ produkuji az 20 druhii aminokyselin, ovS§em pouze v mnozstvi,
které samy potirebuji. Déje se tak diky regulacnim mechanismtim, jichZ jsou mikroorganismy
schopny. Rizenim téchto mechanismi je umoZnéno, aby byla cilovd aminokyselina

produkovana ve velkém mnozstvi. [45] Fermenta¢ni proces zahrnuje nasledujici kroky:

1. Fermentacni nadrz je naplnéna kultivaénim médiem a sterilizovana. Médium obsahuje
vhodny zdroj uhliku (napfiklad sirup z cukrové titiny), stejn¢ jako pozadované zdroje

dusiku, siry a fosforu a nékteré stopové prvky.

2. Semenna kultura produkéniho kmene s mensi velikosti diive vypéstovaného
ve fermentoru se pfidd do fermentacni nadrze a michd se za stanovenych podminek

(teplota, pH a provzdusnovani).

3. 'V zavislosti na pozadavcich na kultivaci se béhem fermentace kontrolovanym zpiisobem

pridavaji dalsi Ziviny, aby bylo dosaZeno optimalniho vytézku. [47]

Vytézek aminokyseliny zavisi na mnozstvi a na vlastnostech piisobicich enzymi. Obecné
plati, Ze vysledny vytézek se zvysuje, jsou-li enzymy ptitomny ve velkém mnozstvi a s jejich
klesajicim obsahem se pak sniZzuje. Aminokyseliny L-fenylalanin, L-threoin a L-cystein lze
ziskat fermentaci s kmeny E. coli, téméf vSechny proteinogenni aminokyseliny

1ze prumyslove vyrabét specialné vyvinutymi kmeny Corynebacterium glutamicum. [45]

2.5.3 Vyuziti
Potravinarstvi

Aminokyseliny nachazi v potravindiském primyslu Siroké uplatnéni. Do potravin mohou
byt pfidavany za ucelem zvysSeni jejich nutri¢ni hodnoty — jedné se pifedevSim o rostlinné
produkty charakteristické nizkym obsahem limitujicich aminokyselin (naptiklad chléb
obohaceny o lysin ¢i sdjové vyrobky obohacené o methionin). Jako konzervacni slozku
pfi uchovavani suseného mléka lze uplatnit tryptofan v kombinaci s histidinem. Fenylalanin
a kyselina aspartamova tvoii dipeptid aspartam, ktery je pouzivan jako nizkokaloricka

alternativa k umélému sladidlu v nealkoholickych néapojich. Cystein byva vyuzivan jako
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antioxidant dzust, glycin prodluzuje trvanlivost rybich produktd. Sul kyseliny glutamové,
glutaman sodny, je dnes jiz béznym modifikatorem chuti riznych druha potravin. Nékteré
aminokyseliny (leucin, valin, prolin, alanin, cystein a isoleucin) pak mohou byt slozkami

v doplncich stravy, které slouzi k podpofe rtistu svalové hmoty. [48][49]
Kosmeticky primysl

Aminokyseliny a jejich soli jsou Siroce vyuzivany jako kosmetické ptisady, primarné jako
slozky produktl slouzicich k upravé vlasii a k péci o pokozku. [50] Estery aminokyselin
ziskané piisobenim vyssich alkoholii (napt. tetradecylestery glycinu, serinu a kyseliny
aspartamové) jsou kationické povrchoveé aktivni latky, které narusuji permeabilitu
membrany a jsou vysoce aktivni vli¢i grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. To je
¢ini uziteCnymi pro rizné druhy aplikaci, jako jsou dezinfek¢ni prostfedky a antiseptika.
Kationické povrchové aktivni derivaty bazickych aminokyselin vykazuji antimikrobidlni a
antifungalni ucinky, a proto mohou byt vyuzity jako dezinfekcni a antiseptické slozky
zubnich past ¢i toaletnich vod. Mnoho aminokyselin také slouzi jako prekurzory pesticidii

a herbicidu. [49]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

3 ISOTERMALNI TITRACNI MIKROKALORIMETRIE

Isotermalni titracni mikrokalorimetr je piistroj, jehoz princip méfeni je zalozen na titraci
jednoho reaktantu do druhého. Méfenym signalem je pak teplo uvolnéné nebo absorbované
pfti interakcei té€chto dvou reaktantt. [51] Méfeni prenosu tepla béhem vazby umoznuje presné
stanoveni rovnovazné vazebné konstanty (K.), reakéni stechiometrie (n), entalpie (AH) a
entropie (AS), coz poskytuje Uplny termodynamicky profil probihajici molekularni

interakce. [52]

Senzor ]
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Obrazek 18: Schéma pristroje ITC (upraveno dle [53])

V adiabatickém plasti piistroje jsou umistény dveé naprosto stejné cely tvaru mince (mefici a
referencni). Diky Peltierovu ¢lanku, ktery se nachdzi mezi t€émito celami, je méfeno
mnozstvi energie (pcals™) nutné k udrZeni konstantniho teplotniho rozdilu mezi obéma

celami. [54]
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3.1 Princip méreni

Roztok jednoho z reaktantii (makromolekula, M) je piidan do méfici cely a druhy (ligand,
L) do injekcni jehly. V pribéhu experimentu, ktery funguje na principu titrace, je pomoci
injek¢éni jehly postupné piiddvan definovany objem (ul) roztoku ligandu k roztoku
makromolekuly v méfici cele, zatimco je neustdle cely systém promichavan. Kazdym
piidavkem roztoku do méfici cely je vyvolana vazebna interakce za vzniku komplexu
molekula/ligand (ML), jehoz mnozZstvi je zavislé na vazebné afinit€¢ a koncentraci latek
v méfici cele. Pii tvorbé komplexu dochdzi k uvoliovani nebo absorpci tepla, které ma
za nasledek zménu teplotniho rozdilu mezi obéma celami. Aby byla tato teplotni nerovnost
kompenzovana, systém zpétné vazby snizi nebo zvysi tepelnou energii a po kazdém ptidavku
je tak ustanovena rovnovaha systému. Zaznam signalu mé podobu piku, kde se na pocatku
titrace nachdzi nejvyssi hodnota signalu (koncentrace makromolekuly v cele je nevyssi).
S postupnymi ptidavky dalSich molekul ligandu pak dochazi k obsazeni makromolekul a
ke sniZeni tepelného signalu az do hodnoty ekvivalence, kdy jsou vSechny makromolekuly
obsazeny ligandem. V roztoku se poté jiz nachazi jen volny ligand a hodnota métené¢ho

signalu je minimalni. [54]

Vystupem méfeni je graf zavislosti zmeény tepelné kapacity na Case, ktery podléha korelaci
na tepelné vlivy spojené s fedénim ligandu a michanim pfi jednotlivych piidavcich. Tuto
korelaci 1ze provést odeCtenim referen¢ni kiivky dané métenim, které probihd za stejnych

podminek, ovSem s absenci makromolekuly v méfici cele. [55]
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Obrazek 19: Vystupni graf méreni na ITC (upraveno dle [54])
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Integraci pika je ziskana vysledna sigmoidalni kiivka, jejimz vyhodnocenim lze stanovit

hodnoty entalpie, vazebné konstanty a stechiometrii reakce. [54]

3.2 Stanoveni disocia¢ni konstanty pomoci ITC

Isotermalni titracni kalorimetrie je vyuzivana za ucelem méteni vazebnych konstant. Ackoli
vétsinou slouzi k vyhodnocovani interakci mezi biologickymi makromolekulami, nabizi tato
metoda také potencial ke stanoveni disociac¢nich konstant. Hlavni vyhodou oproti jinym
metodam je soucasné vyhodnoceni vazebné konstanty a entalpie. Jako protonacni reakce zde
probihd reakce kyseliny se zasadou, pfi niz je kyselina tvofena reakci protonu

s konjugovanou bazi [16]:
H*+ A~ > HA (1.38)

Stanoveni disociacni konstanty pomoci ITC mlze probihat nékolika principy. L. Samuelsen
a kol., dle clanku ¢ 16, vyuzili tuto metodou ke stanoveni pKa ibuprofenu, kyseliny
askorbové, 2-morpholin-4-ylethansulfonové kyseliny a paracetamolu. Vyuzili skute¢nosti,
Ze pti protonacni reakci je uvolnéno nebo absorbovano méfitelné teplo, na jehoz zéklad¢ 1ze
stanovit vazebnou konstantu reakce (K) a podle ni pak spocitat disociacni konstantu

kyseliny (pK.) [16]:

_ [HA] (1.39)
 [H*][A7]
pK, = —log(1/K) (1.40)

Vazebnd konstanta reakce byla stanovena z titra¢ni kiivky, kterd byla ziskana titraci
neutralizované slabé kyseliny kyselinou chlorovodikovou nebo hydroxidem sodnym
pfi konstantni teplot¢ 25 °C. Analyzou naméfenych dat pomoci softwaru OriginLab
za vyuziti funkce ,,One Set of Sites“. Zaznam absorbovaného tepla spolu s integrovanou
kiivkou jsou uvedeny na Obrazku 20. Z hodnoty vazebné konstanty byla vypocitana hodnota
pKapro ibuprofen 4,47, coz odpovida tabelované hodnoté&. [16]
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Obrdazek 20: Vystupni graf méreni stanoveni ibuprofenu [16]

E. Shongi a kol. stanovovali disocia¢ni konstanty kyseliny benzoové a kyseliny octové
ve smési methanol/voda v rozsahu teplot 1565 °C. Smési methanolu a vody byvaji
vyuzivany jako mobilni faze pfi separaci latek v kapalinové chromatografii. Piidavky
vodného roztoku HCI byly aplikovany do titracni cely obsahujici roztoky benzoanu nebo
octanu sodného ve smeési voda/methanol s hmotnostnim zlomkem 0,5. Piiklad stanoveni
kyseliny benzoové pii 25 °C v roztoku methanol/voda, 50 % (w/w) je uveden na Obrazku
21. Hodnoty enthalpie a disociacnich konstant byly odecteny z kalorimetrické titra¢ni kiivky
pomoci programu OriginLab. Ziskana data byla poté porovndna s hodnotami disociacnich
konstant  stanovenych  potenciometricky. = Matematické  vypocty hodnot pK,
z termodynamickych parametrii disociacnich méfeni vSak nebyla jednoznacné a disledné

popséna ani vyhodnocena. [56]
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Obrdazek 21: Vystupni graf méreni kyseliny benzoové v roztoku methanol/voda [56]

Isotermalni titracni mikrokaloriemtrii Ize také vyuzit ke stanoveni disocia¢nich konstant
aminokyselin. [57] Zde Stephen G. Tajc a kol. urcuji pK, sulfanylové skupiny L-cysteinu.
Pti stanoveni byla vyuzito reakce mezi sulfanylovou skupinou
L-cysteinu a jodacetamidu. Bylo sledovano teplo, které se spotfebovalo béhem jediného
piidavku 1,0 ul jodacetamidu o koncentracich v rozmezi hodnot 250-500 mmol-1"!
do roztoku L-cysteinu o koncentraci 0,25 umol-I"'. Tento postup ,,Single injection‘
stanoveni byl aplikovan za konstantni teploty 30 °C pro rizné hodnoty pH, které¢ byly dané
systémem tii pufrii. Zaznam spotiebovaného tepla v ¢ase v zavislosti na pH je uveden

na Obrazku 22. [57]

Mcal/sec

0 10 20 30 40 50
Time (min)

Obrazek 22: Graf zavislosti spotrebovaného tepla v zavislosti na case [57]
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Od stanoven¢ho tepla ionizace bylo nutno odecist zied'ovaci teplo dané piidavkem 1,0 pl
jodacetamidu o stejné koncentraci do roztoku pufru o daném pH. Hodnoty pK, byly zjistény
ze zavislosti hodnot pH na spotfebovaném teple daného systému nelinedrni metodou
nejmensich ¢tverct. [57]

® B 0.250mM L-cys pHa =822
5. @ C0400mM L-cys pKa =838
A& DOS0MOmM L-cys pia = .06

Obrazek 23: Graf zavislosti spotrebovaného tepla na pH pri trech riiznych koncentracich
L-cysteinu [57]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité pristroje

4.1.1 VP-ITC Mikrokalorimetr

Pro praci v experimentalni ¢asti byl vyuzit isotermalni titracni kalorimetr VP-ITC firmy
MicroCal, fungujici na principu méfeni tepla uvolnéného nebo spotfebovaného v disledku
miseni pfesnych objemil dvou reaktantii. Pfistroj je slozen z injekéni jehly a ze dvou cel —
mefici a referenéni. Do injekéni jehly byl nasat roztok latky o koncentraci 10krat vyssi,
nez byla koncentrace roztoku v méfici cele, referencni cela byla naplnéna destilovanou
vodou. Poté byla injekéni jehla vloZena do méfici cely a pocitacovym pistem bylo v rozmezi
210 s injekéni jehlou o objemu 10 pl postupné davkovano 29 ptidavka roztoku do roztoku
v méfici cele. Kvuli pfitomnosti iontl v roztoku méfici cely, které by mohly difundovat
do roztoku v jehle béhem ekvilibrace, byl prvni pfidavek roztoku z jehly o niz§im objemu,
ato 2 pl. Teplo uvolnéné nebo spotiebované v pritbéhu jednotlivych ptidavkil roztoku
z jehly bylo monitorovdno kaloriemtrem a veSkerd ziskand data byla poté zpracovana
pocitatovym programem VPViewer. Pro porovnani pak bylo pro kazdé méfeni stanoveno
zfed’'ovaci teplo. V pribéhu celého experimentu byla udrZzovana konstantni teplota 25 °C.
Zied'ovaci teplo bylo odecteno od tepla uvolnéného pfti jednotlivych ptidavcich. Nakonec
byly experimentalné ziskané udaje pocitacoveé vyhodnoceny pomoci programu ORIGIN 7.0,
ktery diky vhodnému vypocetnimu matematickému modelu ,,One Set of Sites* umoziuje

stanovit reakcni stechiometrii (n), vazebnou konstantu (Ka.), entalpii (AH) a entropii (AS).

4.1.2 ThermoVac

Pfed provedenim experimentu byly vSechny analyzované vzorky odplynény pomoci

piistroje ThermoVac MicroCal.

4.1.3 pH-metr

U vSech vzorkt bylo také stanoveno pH, a to pH-metrem HI 2221-02 s kombinovanou

pH elektrodou HI1131P spole¢nosti Hanna Instruments.

4.1.4 Mikrovahy

Vsechny pevné latky byly navazovany na mikrovahach Mettler Toledo s pfesnosti

na mikrogramy.
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4.2 Pouzité kyseliny a dalsi chemikalie

Vsechny kyseliny a dalsi chemikalie pouzité pro ucely této diplomové prace byly poskytnuty

Ustavem chemie FT UTB a byly z komerénich zdroji.

4.2.1 Meérené kyseliny

Systematicky nazev:
Sumarni vzorec:
Molarni hmotnost:

Vzhled:

Chemicka struktura:

Disocia¢ni konstanta:

Kyselina L-askorbova

(5R)-[(1S)-1,2-dihydroxyethyl]-3,4-dihydroxyfuran-2(5H)-on

CeHsOs
176,12 g'mol’!
bily krystalicky prasek
4,0
HO
OH
O
O OH
OH

Systematicky nazev:
Sumarni vzorec:
Molarni hmotnost:

Vzhled:

Chemicka struktura:

Disocia¢ni konstanta:

Kyselina benzoova
benzen-1-karboxylova kyselina
C7HeO:

122,12 g-mol!
bily krystalicky praSek

4,2

©/COOH
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Systematicky nazev:
Sumarni vzorec:
Molarni hmotnost:
Hustota:

Cistota:

Vzhled:

Disocia¢ni konstanta:

Chemicka struktura:

Kyselina L-mlé¢na
2-hydroxypropanova kyselina
C3HeO3
90,08 g-mol!

1,1879 g-ecm™

90 %

bezbarva kapalina
3,9

H;C COOH

T

OH

Systematicky nazev:
Sumarni vzorec:
Molarni hmotnost:

Vzhled:

Disocia¢ni konstanta:

Chemicka struktura:

Benzoan sodny
benzenkarboxylat sodny
C7HsNaO»

144,11 g-mol’!
bezbarva kapalina

9,8

©/COON3
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4.2.2 DalSsi chemikalie

Hydroxid sodny
Vzorec: NaOH
Molarni hmotnost: 39,98 g-mol’!
Vzhled: bily krystalicka latka
Kyselina chlorovodikova 36 %
Vzorec: HCI
Molarni hmotnost: 36,46 g-mol’!

Vzhled:

Vzhled: bezbarva kapalina
Methanol

Vzorec: CH3;0H

Molérni hmotnost: 32,04 g-mol’!

bezbarva kapalina

Sumarni vzorec:

Vzhled:

Molarni hmotnost:

Chlorid draselny
KCl
74,55 g-mol’!

bila krystalick4 latka
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4.3 Priprava pouzivanych roztoki

Roztok &. 1 — roztok NaOH o p¥iblizné koncentraci 0,3 mmol-1!

Navazka 12,286 mg byla kvantitativné pievedena do 100 ml odmérné barky,

rozpusténa a doplnéna destilovanou vodou po rysku.
Piesna koncentrace roztoku byla takto stanoveného roztoku byla 0,307 mmol-1.

U pripraveného roztoku bylo naméteno pH 8,28.

Roztok &. 2 — roztok HCI o pFibliZzné koncentraci 3 mmol-1!

129,0 ul koncentrované kyseliny chlorovodikové bylo odpipetovano pomoci

mikropipety do 500 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou po rysku.
Ptesna koncentrace takto pfipraveného roztoku byla 3,003 mmol-1-!.

U pfipraveného roztoku bylo naméteno pH 2,28.

Roztok &. 3 — roztok NaOH o p¥ibliZzné koncentraci 3 mmol-1!

Navéazka 11,975 mg byla kvantitativné pfevedena do 100 ml odmérné bariky,

rozpusténa a doplnéna destilovanou vodou po rysku.
Piesna koncentrace roztoku byla 2,994 mmol-1™.

U pftipraveného roztoku bylo naméfeno pH 11,38.

Roztok &. 4 — 2. roztok NaOH o pfiblizné koncentraci 3 mmol-1"!

Navazka 5,802 mg byla kvantitativné pfevedena do 50 ml odmérné bariky,

rozpusténa a doplnéna destilovanou vodou po rysku.
Piesna koncentrace takto piipraveného roztoku byla 2,901 mmol-1"!.

U pftipraveného roztoku bylo naméfeno pH 11,53.

Roztok &. 5 — roztok HCI o p¥ibliZzné koncentraci 10 mmol-1"!

42,95 ul bylo odpipetovano pomoci mikropipety do 50 ml odmérné banky a

doplnéno destilovanou vodou po rysku.
Piesna koncentrace takto pfipraveného roztoku byla 10,000 mmol-1"!.

U pftipraveného roztoku bylo naméteno pH 1,78.
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Roztok &. 6 — roztok HCI o p¥ibliZzné koncentraci 5 mmol-1"!
= 10,74 ul bylo odpipetovano pomoci mikropipety do 25 ml odmérné banky a
doplnéno destilovanou vodou po rysku.
= Piesné koncentrace takto pfipraveného roztoku byla 5,001 mmol-1".
» U pfipraveného roztoku bylo naméteno pH 2,56.
Roztok &. 7 — roztok MeOH/voda 50 % (w/w) s KCl o pfibliZzné konc. 50 mmol-1"!

* Navéazka 185,13 mg byla kvantitativné destilovanou vodou pievedena do 50 ml
odmérné banky, k tomuto roztoku bylo odpipetovano 31,6 ml methanolu a celd smés

byla destilovanou vodou doplnéna o po rysku.

» Ptesna koncentrace KCl v takto piipraveném roztoku byla 49,660 mmol-1".
Roztok &. 8 — roztok HCl v MeOH/H20 s KCl o pFiblizné koncentraci 5 mmol-I'!

= 10,74 ul bylo odpipetovano pomoci mikropipety do 25 ml odmérné banky a
doplnéno roztokem €. 7 po rysku.

» Pfesna koncentrace HCl v takto piipraveném roztoku byla 5,001 mmol-1".
= U pfipraveného roztoku bylo naméteno pH 1,75.

Roztoky sodnych soli kyselin o p¥iblizné koncentraci 0,3 mmol-1"!

*  Vypocitany objem kyseliny L-mlé¢né nebo vypocitané navazky kyselin L-askorbové
a benzoov¢ byly kvantitativné prevedeny do uréené odmérné baiikky pomoci roztoku
NaOH (¢. 1), poté byly doplnény timto roztokem po rysku. Takto by mélo byt

dosaZeno pfiblizné stejného latkového mnoZzstvi kyselin a hydroxidu sodného.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Stanoveni slabych kyselin ve formé jejich sodnych soli

Prvni série stanoveni byla inspirovana ¢lankem od autorky L. Samuelsen [16]. Autorka se
svym kolektivem optimalizovala metodu stanoveni pK, pro tii slabé kyseliny a jednu zasadu.
Stanoveni slabych kyselin bylo provadéno titraci kyseliny chlorovodikové (koncentrace
3 mmol-I") do roztoku slabych kyselin (koncentrace 0,3 mmol-1"), které byly ve formé

sodnych soli (k roztoku bylo pfidano ekvivalentni mnozstvi NaOH).

Stanoveni kyseliny L-askorbové

Roztok kyseliny L-askorbové (¢ = 0,320 mmol-I"") byl ptipraven kvantitativnim pfevedenim
navazky 0,564 mg kyseliny L-askorbové do odmérné baiiky o objemu 10 ml pomoci roztoku
NaOH (€. 1) a byl doplnén timto roztokem NaOH po rysku. Roztok takto ptipravené kyseliny
L-askorbové byl po odplynéni nadédvkovan do méfici cely. K tomuto stanoveni byl
do injekéni jehly pouzit roztok HCI (&. 2) o koncentraci 3,003 mmol-I"! pfimo ze zasobniho
roztoku bez nutnosti dalSiho fedéni. Zadznam priibé¢hu stanoveni, tj. zavislost uvolnéného

tepla v Case je znazornén na Obrdzku 24 A.

Jak je zfejmé, prvnim pfidavkem se uvolnilo teplo ptiblizné hodnoty 2 pJ. Mnozstvi tohoto
tepla s dalsimi pfidavky klesalo a asi po 9. pfidavku bylo uvolnéné teplo minimalni.
Piedpokladana ekvivalence by méla pfi sprdvném nastaveni stanoveni nastat v poloviné
pfidaného mnozstvi latky z jehly, tj. kolem 15. ptfidavku, zaroven by ptidavku v poloving
méfeni méla hodnota molarniho poméru n byt rovna jedné, coz se v tomto ptipad¢ nestalo.
Celé¢ stanoveni bylo ukonceno po 17. ptidavku. Poté nasledovalo méfeni tepla uvolnéného
pti ptidavcich kyseliny chlorovodikové do roztoku rozpoustédla, tedy vody. Toto stanoveni
je mozno nazvat jako stanoveni pozadi, reference, slepé stanoveni ¢i stanoveni zied'ovaci a
meélo by mit minimalni vliv na méteni samotné. Jak je ale uvedeno na Obrazku 24 B, v tomto
pfipad¢ tomu tak nebylo, jelikoZ pribéh uvolnéného tepla je velmi podobny jako
pfi stanoveni samotném, jen je teplo asi Ctyfikrat mensi. Z téchto dvou stanoveni nelze
jednoznacné urcit, zda probehla protonacni reakce mezi sodnou soli kyseliny L-askorbové
v cele a HCI v jehle. Na Obrazku 24 C je uvedena kiivka prolozend integrovanymi body
tohoto stanoveni, kdy cervena kiivka odpovidd vyhodnoceni analyzy s odectenym

referencnim teplem a modrd kiivka odpovida stanoveni, ve kterém neni zohlednéno
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referen¢ni teplo. Pod timto obrazkem jsou uvedeny hodnoty pro stechiometricky pomér n a
pro vazebnou konstantu K. Dle rovnice (1.40) je hodnota disociacni konstanty
pro vyhodnoceni se zied’ovanim rovna 5,11 a pro vyhodnoceni bez zied’'ovani je rovna 4,78.

Hodnota 4,78 je blizsi k hodnoté pK, kyseliny L-askorbové dané literaturou (4,04). [9]
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Obrazek 24: Zdaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny L-askorbové A: priitbéh
stanoveni, B: priibeh referencniho méreni a C: vysledna kiivka (modra — bez priibéhu
reference, cervenda — s referenci)

Stanoveni kyseliny L-mlééné

Roztok kyseliny mlééné (c = 0,301 mmol-1"") byl pfipraven odpipetovanim 12,66 ul kyseliny
mlécné z originalni ldhve do odmérné banky o objemu 500 ml a doplnénim roztokem NaOH
(¢. 1) po rysku. Timto roztokem po odplynéni byla naplnéna méfici cela mikrokalorimetru a
injekéni jehla byla naplnéna roztokem HCI (&. 2, ¢ = 3,003 mmol-I'"). Zavislost uvolnéného
tepla na Case titrace je uvedena na Obrdzku 25 a je z néj patrné, Ze se pii tomto stanoveni
neuvolnilo Zadné vyrazné mnozstvi tepla, tedy neprob¢hla zddna interakce

mezi stanovovanou sodnou soli kyseliny L-mlé¢né a NaOH.
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Obrazek 25: Zdaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny L-mlécné

Z tohoto diivodu bylo stanoveni opakovano podruhé s jinym postupem piipravy roztoku
kyseliny L-mlé¢né, ktery zahrnoval pipetovani vysSich objemt kyseliny mlééné z komercné
dostupného roztoku. Pro ptipravu roztoku sodné soli byl pipetovan 1 ml 90% kyseliny
L-mlé¢né do odmérné banky o objemu 1 litr, kterd byla poté doplnéna vodou po rysku.
Koncentrace pfipraveného roztoku byla 11,868 mmol-1". Z tohoto roztoku bylo pipetovano
2,711 ml do odmérné baiiky o objemu 100 ml, k ¢emuz byla pomoci destilované vody
kvantitativné pfevedena navazka 1,289 mg NaOH a roztok byl destilovanou vodou doplnén
po rysku. Koncentrace kyseliny mlééné v roztoku s Na* ionty byla 0,322 mmol-1"!. Tento
roztok byl po odplynéni nadavkovan do méfici cely mikrokalorimetru a poté byl titrovan
roztokem HCI o koncentraci 3,003 mmol-1"! (¢. 2). Priibéh uvolnéného tepla je patrny
z Obrazku 26 A. Teplo uvolnéné prvnim piidavkem je niz8i nez teplo uvolnéné pfi titraci
kyseliny L-askorbové a rovnéZz ani pifi tomto experimentu nebylo dosaZeno ekvivalence
v poloviné stanoveni. Pribéh referencniho méteni byl stejny jako pro stanoveni kyseliny
L-askorbové a je uveden na Obrdzku 24 B. Obrazek 26 B znazoriuje kiivku prolozenou
matematickym modelem integrovanymi body stanoveni s odectenym referencnim teplem
(Cervena kiivka) a bez odectené¢ho referencniho zfed’ovaciho procesu (modra kiivka).
Hodnoty stechiometrického poméru n a vazebné konstanty K se od sebe vyrazné€ nelisi. Dle
rovnice (1.40) je hodnota disocia¢ni konstanty rovna 5,21 nebo 5,34, coz je velmi odlisné

od hodnoty pK, dané literaturou (3,86). [9]
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Obrazek 26: Zaznam uvolnéneho tepla pri stanoveni kyseliny L-mlécné A: priitbeh
stanoveni, B: vyslednd krivka matematického modelu (modra — bez reference, cervend —
s referencnim teplem)

Stanoveni kvseliny benzoové

Roztok kyseliny benzoové (c = 0,301 mmol-1"") byl pfipraven kvantitativnim rozpusténim
navazky 1,838 mg v destilované vodé v odmérné baiice o objemu 50 ml. Tento odplynény
roztok byl pfidan do cely mikrokalorimetru a do injek¢ni jehly byl pouzit odplynény roztok
HCI (€. 2) o koncentraci 3,003 mmol-1"! pfimo ze zasobniho roztoku bez nutnosti dal$iho
fedéni. Zaznam prubéhu uvolnéného tepla a vysledna kiivka jsou uvedeny na Obrazku 27 A
resp. B. Uvolnéné teplo v prib¢hu stanoveni bylo o jeden fad nizsi nez pii stanoveni kyseliny
mlécné a opét zde neni zietelny bod ekvivalence. Prolozit matematickou funkei ,,One Set of
Sites* pifi vyhodnocovani s odeCtenym referencnim teplem nebylo mozné. Také
vyhodnoceni bez referencniho zied’ovaciho tepla (modra kiivka Obrdazek 27 B) nebylo
optimalni, jelikoZ hodnota stechiometrického koeficientu limitovala k hodnoté 0. Z vazebné
konstanty stanoveni byla vypoctena hodnota disociacni konstanty 3,87, coz se nepatrné€ blizi

hodnoté pK, dané literaturou (4,20). [9]
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Obrazek 27: Zaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny benzoové A: priibéh
stanoveni, B: vyslednd krivka bez reference

Po sériich uvedenych méfeni bylo navrzeno stanoveni pouzit k vlastnimu pfimo roztok
benzoanu sodného. Pro toto méteni benzoanu sodného v roztoku HCl byl inspiraci ¢lanek
podle E. Shongi a kol. [56]. Byla vyzkousena dvé méfeni roztoku benzoanu sodného

o koncentraci 1 mmol-1" s roztoky HCI o dvou riiznych koncentracich.

Stanoveni kyseliny benzoové pomoci pevného benzoanu sodného

Roztok benzoanu sodného (c = 0,995 mmol-1"!) byl pfipraven kvantitativnim pievedenim
navazky 7,171 mg do odmérné banky o objemu 50 ml a doplnénim destilovanou vodou
po rysku. Po odplynéni byla timto roztokem naplnéna meéfici cela mikrokalorimetru.
Ke stanoveni byl do injek¢ni jehly pouzit odplynény roztok HCI (€. 5) piimo ze zdsobniho
roztoku bez nutnosti dalSiho fedéni. Zaznam pribehu uvolnéného tepla a vysledna kiivka
matematického modelu prolozeného integrovanymi body jsou uvedeny na Obrazku 28 A a
28 B. Velmi podobny prubéh uvolnéného tepla byl ziskan pii zied'ovacim stanoveni, jen
bylo uvolnéné teplo pii prvnich ptidavcich nepatrné mensi. Také v tomto piipad€ nebylo
dosazeno ekvivalence v poloviné méteni a vysledna kiivka neméla sigmoidalni prab¢h. Dle
vSeho 1 v tomto pripadé nedoslo k protonacni reakci. Presto se dalo prolozit matematickou

funkci integrovanymi body a hodnota stechiometrického koeficientu se blizila v obou
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ptipadech (s i bez odecteného referencniho zfed’ovaciho procesu) nule a hodnoty vazebné

konstanty byly takika stejné.

Time (min)
0710 0 1020 30 40 50 60 70 8 0 100

A

0.04 E
02 4
-0.4 4

-0.6 Jd=

pcal/sec

08 i
1.0 4

Hodnoty stanoveni:
1 bez pozadi:

n blizko 0

41 K=1.10-10"M"

s pozadim:

n blizko 0
K=1.2810°M"

keal/mole of injectant

T T T T
0.0 0.5 1.0 15 20 25
Molar Ratio

Obrazek 28: Zaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny benzoové A: priitbéh
stanoveni, B: vysledna krivka vyhodnocena bez referencniho procesu (modra) a s referenci
(Cervena)

Jelikoz se zdalo byt patrné, Zze v prvnich ptidavcich méteni je uvolnéné teplo vetsi, bylo
navrzeno méfeni s roztokem kyseliny HCI o polovi¢ni koncentraci v injekéni jehle oproti
méteni predchozimu. Tak by se teplo uvolnéné v prvnich 3 ptidavcich mélo rozdélit do vice
piidavki. Roztok benzoanu sodného o stejné koncentraci (c = 0,995 mmol-1"") byl tyz jako
v predeslém méfeni. Ke stanoveni byl do injek¢ni jehly pouzit odplynény roztok HCI (€. 6)
o koncentraci ¢ = 5,001 mmol-1"' pfimo ze zasobniho roztoku bez nutnosti dalsiho fedéni.
Zaznam uvolnéného tepla je uveden na Obrazku 29. Jak je patrné, pribéh stanoveni je takika
shodny s pfedchozim méfenim a lze tedy usoudit, Ze zménou koncentrace odmérné¢ho
roztoku nedoslo k zadné vyznamné zméné pii stanoveni samotném. Toto méfeni je proto
opét nevhodné pro vypocet hodnoty pK,, ¢emuz také odpovida absence matematického
modelu, kterym neslo integrované body prolozit, a tedy nejsou u tohoto stanoveni uvedeny

parametry stechiometrického poméru a vazebné konstanty.
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Obrazek 29: Zaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny benzooveé A: pritbeh
stanoveni s polovicni koncentraci HCI, B: body odpovidajici integraci piki



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

5.2 Stanoveni slabych kyselin v protonované formé

Po sérii predeslych méteni byl navrzen postup odlisny, kdy roztok analyzované slabé
kyseliny byl v méfici cele mikrokalorimetru a tento roztok byl titrovan roztokem hydroxidu

sodného z injekéni jehly.

Stanoveni kvseliny L-askorbové

Roztok kyseliny L-askorbové (c=0,303 mmol-I") byl piipraven kvantitativnim
rozpusténim navazky 2,682 mg v destilované vod¢ v odmérné banice o objemu 50 ml a
po odplynéni jim byla naplnéna méfici cela mikrokalorimetru. Ke stanoveni byl do injek¢ni
jehly pouzit odplynény roztok NaOH o koncentraci 2,994 mmol-1"! (&. 3) p¥imo ze zasobniho
roztoku bez nutnosti dal$iho fedéni. Zdznam pribéhu uvolnéného tepla a vysledna kiivka
jsouuvedeny na Obrazku 30 A resp. 30 B. Béhem stanoveni se uvolnilo vétSi mnozstvi tepla,
které bylo v pribéhu celého experimentu takika stejné velké. Velmi zajimavé je méfeni
referen¢niho tepla, které se uvolnilo pfi ptidavcich roztoku NaOH do odplynéné destilované
vody Obrazek 30 C resp. 30 D. Zde je patrny bod ekvivalence, le¢ nejde jednoznacné fict,
co se v méfici cele s Na* ionty odehrava a zda se tento jev dé&je i pfi vlastnim stanoveni
kyseliny L-askorbové. Ackoli zde byla snaha o matematické vyhodnoceni, je patrné, Ze
bez k vlastnimu reference nelze stanoveni vyhodnotit a pokud bylo odecteno referen¢ni

zied’'ovaci teplo, neslo kiivku matematickym modelem proloZit.
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Obrazek 30: Zaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny L-askorbové A: priibéh
stanoveni, B: body odpovidajici integraci piku stanoveni, C: pribéeh referencniho
stanoveni, D: body odpovidajici integraci pikii pri referencnim stanoveni
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Stanoveni kyseliny L-mlééné

Roztok kyseliny L-mlécné byl ptipraven rozpusténim 24,8 pl kyseliny v destilované vodé
v odmérné baiice o objemu 1 | a po odplynéni byl davkovan do méfici cely
mikrokalorimetru. Koncentrace takto piipraveného roztoku byla 0,301 mmol 1.
Ke stanoveni byl do injek¢ni jehly pouzit odplynény roztok NaOH (€. 4) o koncentraci
2,901 mmol-1I"! p¥imo ze zasobniho roztoku bez nutnosti dal§iho fedéni. Zaznam priib&hu
uvolnéného tepla a body odpovidajici integraci pikl jsou uvedeny na Obrdazku 31 A a 31 B.
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Obrazek 31: Zdaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny L-mlécné A: priibéh
stanoveni, B: body odpovidajici integraci pikit stanoveni kyseliny L-mlécné

Ze zaznamu z mé&feni kyseliny L-mlécné je patrné, Ze pii kazdém piidavku bylo uvolnéno
teplo cca 4 plJ. Uvolnéné teplo bylo ve vSech ptidavcich NaOH stejné, az v samém zavéru
méfeni se pozvolna zmenSovalo, coz by mohlo naznaCovat piipadnou nastavajici
ekvivalenci. Toto stanoveni nebylo mozno matematicky vyhodnotit a byl navrzen postup
za pouziti roztoku kyseliny L-mlé¢né o polovi¢ni koncentraci oproti méfeni zndzornéném

na Obrazku 31, aby bylo moZno pfipadnou ekvivalenci jiZ monitorovat.

Novy roztok kyseliny L-mlé¢né byl pfipraven do odmérné banky o objemu 1 1 rozpusténim
12,4 ul  kyseliny L-mlécné ze zasobni Ildhve v destilované vodé (koncentrace
c= 0,1503 mmnol-1""). Tento roztok byl pieveden do méiici cely. Ke stanoveni byl

do injek¢ni jehly pouzit roztok NaOH (€. 4) pfimo ze zasobniho roztoku bez nutnosti dalSiho
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fedéni. Zaznam pribehu uvolnéného tepla a vysledné integrované body jsou uvedeny

na Obrazku 32.
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Obrazek 32: Zaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny mlécné A: pribéh stanoveni,
B: body odpovidajici integraci piku stanoveni, C: prubéh referencniho stanoveni, D: body
odpovidajici integraci pikii pri referencnim stanoveni

Po snizeni koncentrace kyseliny L-mlé¢né na polovinu oproti pfedchozimu méfeni doslo
k zachyceni dokonce dvou bodl ekvivalence, jak je patrné z Obrdazku 32 B. Pro lepsi
zachyceni druhého bodu ekvivalence bylo navrzeno dal§i méfeni s jeSté nizsi koncentraci
kyseliny L-mléc¢né v injekéni jehle. Tento roztok byl ptfipraven zfedénim 30 ml roztoku
kyseliny mlééné z predeslého méfeni o koncentraci 0,150 mmnol-1"! do 50 ml odmérmné
batiky. Vysledna koncentrace roztoku tedy byla 0,090 mmnol-1!. Tento roztok byl
po odplynéni pouZit do cely mikrokalorimetru, do injekéni jehly byl po odplynéni dadvkovan
roztok NaOH (¢. 4) o koncentraci 2,901 mmol-I"' pfimo ze zasobniho roztoku. Priibéh

uvolnéného tepla je uveden na Obrazku 33.
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Obrazek 33: Zdaznam mikrokalorimetrického méreni kyseliny L-mlécné (o snizené
koncentraci oproti predchozimu mérent)

Meéfeni pti snizené koncentraci kyseliny L-mlééné na hodnotu 0,090 mmol-1"! prokézalo, Ze
pfi reakci dochdzi k vyznamnému uvolnéni tepla a na zdznamu méfeni, znazornéném
na Obrazku 33 1ze pozorovat dva vyrazné body ekvivalence. Vyhodnoceni matematickym
modelem muselo byt provedeno bez referencniho zfed’ovaciho tepla. Prvni bod ekvivalence
nastavd pii poméru n; rovnu hodnoté 1,8 a byla pro n¢j vyhodnocena matematickym
modelem vazebna konstanta 2,74-10% M. Této hodnoté by musela pak dle vypoctu (1.40)
odpovidat disociacni konstanta 8,44, coz je nerealné. Druhy bod ekvivalence n» nastava
pii hodnoté 2,22, ¢emuz odpovidd vazebna konstanta 1,31-10° M!' a dle vypodtu by

disocia¢ni konstanta méla hodnotu 6,11, coz je hodnota opét odlisna od literatury (3,86). [9]
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Meéreni kyseliny benzoové v roztoku ¢. 3

Roztok kyseliny benzoové (c = 0,296 mmol-I"!) byl pfipraven kvantitativnim pfevedenim
navazky 1,805 mg do odmérné banky o objemu 50 ml a doplnénim destilovanou vodou
po rysku. Tento roztok byl po odplynéni davkovan do cely mikrokalorimetru. Ke stanoveni
byl do injekéni jehly pouZit odplynény roztok NaOH (&. 3) o koncentraci 2,994 mmol-1!
piimo ze zasobniho roztoku bez nutnosti dalsiho fedéni. Zaznam pribéhu uvolnéného tepla
a vysledna ktivka jsou uvedeny na Obrazku 34.
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Obrazek 34: Zdaznam uvolnéného tepla pri stanoveni kyseliny benzoové A: priibéh
stanoveni, B: body odpovidajici integraci pikii stanoveni kyseliny benzoové

Z Obrazku 34 je patrné, Ze pii reakci se kyselina benzoova chova v pfitomnosti roztoku
NaOH obdobn¢ jako kyselina L-mlé¢na. Pfiddvanim NaOH dochazi k uvoliiovani tepla, ale
neni patrny zadny bod ekvivalence. Tento vysledek proto také nebyl vyhodnocen. Z divodu
nedostatku ¢asu nebylo toto stanoveni opakovano s niz§i koncentraci v cele pro ovéteni
mozné ekvivalence a bylo pfistoupeno ke stanoveni v roztoku methanol/voda pro kyselinu

benzoovou.
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5.3 Stanoveni kyseliny benzoové v roztoku methanol/voda

Tento postup byl zopakovan dle literatury [56]. Roztok benzoanu sodného byl piipraven
rozpusténim navazky 1,835 mg benzoanu sodného v roztoku (€. 7) voda/MeOH (w = 0,5)
s KCI. Koncentrace benzoanu sodného v takto pfipraveném roztoku byla 0,509 mmol-1".
Tento roztok by po odplynéni pridan do cely mikrokalorimetru. Ke stanoveni byl do injek¢ni
jehly pouzit odplynény roztok HCl v voda/MeOH (w = 0,5) s KCI (€. 8) pfimo ze zasobniho
roztoku bez nutnosti dalSiho fedéni. Zaznam pritbéhu méfeni a vysledna kiivka jsou uvedeny

na Obrazku 35.
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Obrazek 35: Zaznam mikrokalorimetrickéeho mereni benzoanu sodného v roztoku
methanol/voda

Toto stanoveni ve smési methanol/voda 50 % (w/w) uvedené na Obrdzku 35 A bylo velmi
blizké stanoveni, které bylo publikovano v ¢lanku [56]. Z Obrazku 35 A je ztetelny bod
ekvivalence v bod¢ stechiometrického parametru s hodnotou 1. Také referen¢ni zifed’ovaci
teplo (Obrazek 35 C) neovlivnilo vysledek matematického modelu jak s ode¢tenou referenci
(¢ervena kiivka na Obrazku 35 B) tak bez odecten¢ho referencniho tepla (modra kiivka
na Obrazku 35 B). Obé matematické kiivky maji sigmoidalni tvar, bylo tedy mozné odecist

znich hodnotu vazebné konstanty (K.). LepSiho vysledku bylo dosazeno pti vypoctu
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disociacni konstanty z méfeni vyhodnoceného bez reference, kdy hodnota pK, pro kyselinu

benzoovou odpovida 4,90 (dle literatury [9] ma kyselina benzoova hodnotu pK, 4,20).
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ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat stanoveni disociacnich konstant nékterych
slabych kyselin metodou isotermalni titracni mikrokalorimetrie. Dtraz byl kladen

na stanoveni hodnot vazebnych konstant probihajicich protonacnich reakci, pomoci nichz

byly vypocitany vysledné disocia¢ni konstanty zkoumanych kyselin.

Nejprve byla provedena série stanoveni slabych kyselin ve formé¢ jejich soli, kdy byl roztok
sodné soli slabé kyseliny titrovan kyselinou chlorovodikovou. Pfi stanoveni kyseliny
L-askorbové neutralizované pomoci NaOH byla stanovena disocia¢ni konstanta 4,78
z kiivky bez odecteni referenéniho tepla a tato hodnota se blizi redlné hodnoté pK, kyseliny
L-askorbové. Stejnym zplUsobem bylo provedeno stanoveni Kkyseliny L-mlécné
neutralizované roztokem NaOH, pro tuto kyselinu ale nebylo moZno stanovit hodnoty pK..
Lepsi vysledky byly ziskany pii stanoveni disociacni konstanty kyseliny benzoov¢, kdy byla
z vazebné konstanty vypocitana hodnota disocia¢ni konstanty 3,87, coz se blizi hodnoté pK,
dané literaturou. Toto stanoveni bylo opakovano pfimo s benzoanem sodnym, ale ani
pfi jednom ze dvou provedenych méfeni protonacni reakce neprobéhla a stanoveni proto

byla nevhodna pro vypocet hodnoty pK..

Druhym zptsobem stanoveni disocia¢ni konstanty pomoci ITC bylo stanoveni slabych
kyselin v protonované formé titraci roztokem NaOH. Timto postupem nebyly ziskany

uspokojivé vysledky, ze kterych by bylo mozno vypocitat disociacni konstantu.

Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno pii stanoveni kyseliny benzoové v roztoku
methanol/voda. Vysledna kiivka matematického modelu mé sigmoidélni tvar a bylo z ni
mozné odecist hodnotu vazebné konstanty, ze které byla urena hodnota disocia¢ni

konstanty (pK,) kyseliny benzoové 4,90.

Ze zjisténych dat vyplyva, Ze by isotermdlni titra¢ni mikrokalorimetrie mohla byt slibnou
alternativou k doposud bézné vyuzivanym metoddm slouzicim ke stanoveni disociacni
konstanty. Jedna se vSak zatim o téma vcelku neprobadané, které skytd mnohd uskali a
bohuzel, z ¢asovych diivodd, nebylo provedeno dostatecné mnozstvi méfeni, které by
umoznilo eliminovat vSechny mozné faktory ovliviiujici pribéh reakci majicich vliv
na vysledné¢ hodnoty vazebnych, a tedy i disociacnich konstant. Bylo by proto vhodné
prozkoumat vice moznych kombinaci stanovovanych kyselin a jejich roztokd a poté
provedena stanoveni porovnat s hodnotami zjisténymi potenciometrickym méfenim stejnych

vzorkli pii stejnych koncentracich a teplotdch. Isotermalni titracni mikrokalorimetrie
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rozhodné nabizi slibny potencidl v méfeni disocia¢nich konstant neznamych sloucenin,
pfedevSim proto, ze umoziuje stanoveni roztokli velmi malych objemt pifi nizkych

koncentracich.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A vodivost iontu

o stupen disociace

°C stupen Celsia

AH enthalpie

BF; fluorid bority

BOH obecny vzorec pro zasadu
CoHy ethylen

CO oxid uhelnaty

CO2 oxid uhlicity

H* kation vodiku

H>O voda

H;0" oxoniovy kationt

HA obecny vzorec pro kyselinu
HCl kyselina chlorovodikova
HI jodovodik

CH3;COOH  kyselina octova

CH3;CH,0OH ethanol

CH;0H methanol

ITC 1sotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie
K vazebna konstanta reakce

K zdanliva disocia¢ni konstanta

Kb, pKb disocia¢ni konstanta zasady

Ke rovnovazna konstanta

KCl chlorid draselny

Ky iontovy soucin vody
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MetOH

mmol

NaOH

NMR

AS

AO

pcal

umol

ligand

litr

makromolekula

methanol

milimol

stechiometrie

hydroxid sodny

nuklearni magnetickd rezonance
kyslik

hydroxidovy aniont

pascal

disocia¢ni konstanta kyseliny
ether

sekunda

entropie

ekvivalentni vodivost

limitni hodnota ekvivalentni vodivosti
mikrokalorie

mikrolitr

mikromol
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