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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva studiem vlivu enzymatitydrolyzy na zrany molarni hmot-
nosti a distribuce molarnich hmotnosti kolagenovidrolyzafi. Ke sledovanié&hto
zmeén byla pouzita gelova permad chromatografie s refraktometrickou a viskozitier
tekci. Hydrolyzaty byly fipraveny z odpadnich kolagenovyclhigtk za pouZiti proteoly-
tického enzymu alkalazy. Byly &gny i optimalni podminky hydrolyzy pokud jde o tetpi,
koncentraci enzymu a dobu hydrolyzy. R&&rbyl diskutovan vliv ¢&chto pronénnych na

zmeény molarni hmotnost a distribuce molarnich hmotinlegtirolyzat.

Kli¢ova slova: kolagen, hydrolyzaty kolagenu, gelovdrnaani chromatografie

ABSTRACT

In the graduation thesis, the influence of enzymiaydrolysis on the change of molar mass
and molar mass distribution of collagen hydrolyzateas investigated. Size exclusion
chromatography coupled with refractometric and as#ty detector was employed. Hydro-
lyzates were prepared from collagen casings oalguproteolytic enzyme alcalase. The
optimal hydrolysis conditions in terms of temperafienzyme concentration and time of
hydrolysis were determined. Influence of the abantioned variables on the molar mass

and molar mass distribution of hydrolyzates wasdhghly discussed.

Keywords: collagen, hydrolzyed collagen, size esidao chromatography
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vSech potravinach ziwegsného fivodu a tvdéi az 30% bilkovin vdle savé. Hraje vy-
znamnou roli jako sloZkaitkeZita pro stavbwta Zivecicha i ¢lovéka. Kolagen je ve velké
mife zastoupen hla¥nv chrupavkach, vazivech, tkanich, kostech a take. lDulezitou
roli hraje také viznych od¥tvich ptimyslu a to jak pimyslu farmaceutickém, ale také
v pramyslu potravinégském, kde nachazi mnohostranné pouzitiikéga jako obalovy ma-
teridl ve forng sttivek v masném gimyslu. Hydrolyzou chrupavekjznych odezki kiaze,
ale i hydrolyzou Zelatiny nebo klihu Ize ziskat rofgizaty kolagenu. Hydrolyzaty kolagenu
jsou v sodasnosti cennou surovinou, ktera &g pouziva v potravingkém, kosmetic-
kém nebo farmaceutickémupnyslu. DalSi oblasti vyuziti ke byt plastikésky pramysl,
ale také pimysl barev, nd&rovych hmot nebo ze¥délstvi. Riznymi druhy hydrolyzy a
kalne chemickymi, tak i uZivatelskymi. Jednouéghito vlastnosti, ktera v zasadnireni
ovliviiuje oblast a zjsob pouziti hydrolyzétje molarni hmotnost. &nymi druhy hydro-
lyzy Ize gipravit produkty se Sirokou Ské&lou molarnich hmatioprakticky od aminoky-

selin aZ po polypeptidy s molarni hmotnosikaiik desitek tisic g.mal.

PredloZzena diplomova prace je z&®na na stanoveni 2m molarnich hmotnosti a distri-
buce molarnich hmotnosti u hydrolyZ&iolagenu, fipravenych enzymatickou hydrolyzou
odpadu kolagenovychistek. Molarni hmotnost hydrolyzagje sledovana v fibéhu hyd-
rolyzy v zavislosti na teplét mnozstvi pouzitého enzymu a ddtydrolyzy. Ke stanoveni
je pouzita gelova permé&ai chromatografie (GPC), pomoci které Ize stanbwaitinoty
hmotnostniho (M) i ¢iselného (M) praméru molarnich hmotnosti a ziskat cenné informa-
ce o ptibéhu distribinich Kivek.
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1 KOLAGEN

s

kovin v €le sava. [2] V sowasnosti bylo popsano nejméa7 rozdilnych typ kolagenu.
Jako strukturalni bilkovina je hlavni organickoaziou podfirného systému Ziwisného
organismu, kosti, chrupavek, Slach, vazivaizek Krong toho je vyznamnou sloZzkou cév-
nich sén, bazalnich membran, rohovek &terych orgaf téla. Kolagen ma vyznamnou
funkci i v procesu starnuti organismu, kdyz orggichz hlavni organickou slozkou je

kolagen, nemohou plnit normalni fyziologickou funka]

Kolagen je také cennou surovinou pealu technickych obar Dilezité jsou farmaceutické
vyrobky, jako jsou hemostatické plsti &ny, chirurgické ni, kolagenové membrany nebo
filtry. Kolagen je i vyznamnou slozkou potravinoWydophkda, v nichz méa profylaktickou
a terapeutickou uUlohu u chorob ddirych ¢asti pohybového aparatu, tj. klaula Slach.
Uplatiuje se také v potravitgkem ptimyslu, kde se vyuziva ve foenobali (stivek) pi
vyrob¢ uzenin a také v kosmetickémapryslu v gipravcich pro potkeni projevi starnuti
kaze. [3]

1.1 Chemické slozeni

Kolagen je ve vo# nerozpustny, extracelularni skleroprotein. Chamagtickou vlastnosti
kolagenu je jeho pevnost, podréid trojettzcovou Sroubovicovou strukturou molekul,

zpevrenou gienymi vazbami. [4]

Obr.1 Model krystalové struktury

trojité Sroubovice kolagenu

Jako vSechny ostatni bilkoviny je i kolagen vyemasi z 20 druhzakladnich aminokyse-

lin. Jeho specificka struktura proto zavisi v prva& na sekvenci aminokyselinovych
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zbytka, tzv. primarni struktte polypeptidickychrettzci. Z ni se odvozuji strukturni vlast-
nosti vySSichadi a biologické i fyzikalni vlastnosti bilkoviny. Kafjenové molekuly jsou
syntetizované bustnymi Gtvary jako jednoduché polypeptidické€zce, ale svou funkci
pini jako sodast polymolekuléarni struktury, kolagenové fibriljednotlivé molekuly se
prenenuji na fibrily komplikovanym mnohostaevym procesem na jehoz&&ku je pre-
kursor zékladnih@etézce, ktery ma v N-koncové oblasti zvIastni pepkigieyhonek, tzv.
pro-kolagenovy peptid. Tento peptid, jenZ jedas burcné arovni, je vystaveradt po-
stupnych modifikaci, jako je hydroxylacekterych prolinovych a lysinovych zbytkspe-
cifickymi enzymy a navazani uhlohydratovych molekalrekteré hydroxylysinové zbytky.
Predpoklada se, Ze ulohou prokolagenového peptiddéjkové protazeni a prostorové
uspdadani ti polypeptidickychiettzci do kompletni do kompletni trojné prokolagenoveé
molekuly. Tato molekula je potom v@lavana do mimobufgnych prostai, kde je proko-
lagenovy peptid enzymaticky odpen a molekula ziska schopnost agregovat na filjf)y

Kolageny obsahuji také cukry, které tivasi 0,4-12% hmotnosti molekul kolagenu. [6]

Dulezity vyznam ma makromolekularni organizace katage slozky. Kolageniftomny
ve Slachéach, izich a kostech vytvéfibrily pomérné tlusté, které se dale spojuji do ob-
jemnych vlaknitych svazk Naproti tomu kolagen chrupavky vyt¥gemné sit z tenkych
fibril. Tyto rizné makromolekularni struktury jsou teay odliSnymi, geneticky genymi

typy kolagenu. [1]

Obr.2 Kolagenova vlakna typu |

v transmisnim elektronovém mikrosko-
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aminokyselinové sloZeni i detailni sekvence amigseky u jeho dvou odliSnych polypep-
tidickychietza je jiz znama. [1]

Typ Il je pritomny v chrupavkach a jeho hlavni charakteristij@uelativrié vysoky obsah
hydroxylysinu (23 zbytik na 1000 zbytk aminokyselin) v porovnani s typem |, kde j& p
tomno 5 zbytk na 1000 zbytk aminokyselin. Typ Il a podolksn typ Il a IV jsou slozeny
ze ti identickych polypeptidickychietzci. S vysSim stupim hydroxylace lysinu souvisi
také vysoky obsah sacharidovych zliytRyp Il se vyskytuje spotaé s typem | v kZi,
kostech a hlavhsvalech. Z hlediska chemického slozeni je p¥ptypicky vysSi obsah
hydroxyprolinu (124 zbytk na 1000 zbytk aminokyselin) a daleffiomnost cysteinu, kte-
ry stabilizuje kolagenovou strukturu kovalentniuffislickou vazbou. Typ IV je fitomny

v bazéalnich membranach a podd&lpako typ lll ma vyssi obsah hydroxyprolinu (135ytzb
kit na 1000 zbytk aminokyselin), obsahuje také cystein a ma vysdigab hydroxylysinu
(156 zbytki na 1000 zbytk aminokyselin). Na druhé strambsahuje tento typ kolagenu
velmi malo argininu. Kolageny typu Il az IV jsoulre malo rozpustne, tééh az neroz-

pustné, a proto je nutné pouZit jgjich extrakci z tkas enzymatické &peni. [5]

DalSi typ kolagenu (typ V) se vyskytuje v bazalnicembranach. Prokolagenové polypep-
tidické rettzce maji na N-konci a C-konci jeéSpeptidy, které jsou na N-kon¢ast&né
tvoreny trojitou spiralou. Vcelku vSakigvazuje usp@dani odpovidajici globularnim bil-
kovindm. Polypeptidickéetézce prokolagenu jsou asi o 50% delSi nez kolagemadfae
fetzce. C konec potom obsahuje cystin a strukturadg stabilizovana disulfidickou vaz-
bou. [5]

Tab. 1 Pehled jednotlivych typ kolagenu [7]

Typ | Charakteristika Vyskyt
| Obsahuje malo hydroxylysinu Kosti, SlachyiZk, zubovina, vazivo
Il | Relativre bohaty na hydroxylysin Chrupavky, sklivce oka

Bohaty na hydroxylysin obsahujici mez

Zic, o s . .
rettzcove disulfidické vazby Kuze, cevy, dloha, retikulum

Bohaty na hydroxylysin, obsahuje roz-

"y RAVIIRS Bazalni membrany
sahlé lobularni regiony

V | Stejny typ jako IV Spojovaci tkén
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Ty | Charakteristika Vyskyt

VI | Mikrofibrily Spojovaci tkar

VIl | Dlouhéfetézce Zpeviujici fibrily

VIII | Sroubovice z&azené za sebou ckteré endotermické laky
IX | VedlejSi protein chrupavek Chrupavky

1.2 Aminokyselinové slozeni kolagenu

Ze studia primarni struktury polypeptidickyéétiézch kolagenu je #ejmé, Ze se v této bil-

koving sttidaji dva typy oblasti: polarni a apolarni. [5]

Apolarni oblasti jsou relativhuniformni, pravidels se v nich gidaji sekvence Gly-Pro-R.
Na misto R je mozné dosadiizné aminokyseliny, jako Hyp, Ala, Arg, Asp, Pher,T8er.
Velky vyznam pro sekundarni a tercialni struktualagenu ma tripeptid Gly-Pro-Hyp.
Tripeptid Gly-Pro-R tvéi asi 33% celé kolagenové molekuly, tripeptid Ghp-Plyp [i-

tom zahrnuje asi 10%celé sekvence aminokyselin. [5]

O polarnich oblastechimeme tvrdit, Ze &které z nich obsahujiétsinou kyselé a jiné&t-

Sinou bazické aminokyseliny. [5]

Aminokyselinova sekvence kolagenu byla nejlépe sifj@a u kolagenu typu |, ktery byl
izolovan z teleci &Ze. Struktura obou typietzca vyskytujicich se v kolagenu typu 1 je
velmi podobna. Na obotetzcich je mozno rozeznat strukturre i funkéné odliSné oblas-

ti. Stredni, nejdelSi Usetettzce, tvdeny vice nez 1000 aminokyselinovymi zbytky, obsa-
huje tripeptidické jednotky obecného sloZeni Gly¢Xkde X a Y gedstavuji libovolnou
aminokyselinu. V koncovych oblastech, které jsou $ az 25 zbyik dlouhé, jsou po-
hromad nekteré polarni aminokyseliny a chybi tu pravidelnogkytu glycinu. Aminoky-
selinové zbytky wetézcich bilkovin jsou dislovany od N-koncové aminokyseliny. Aby se
umoznilo porovnani homologickych oblasti petézcich fizného fivodu bez ohledu na
rozdilné péty aminokyselin v koncovych oblastech. Koncové stlabsahuiji lysin, ktery

slouzi k vytvdeni gi¢cnych vazeb. [5]
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1.2.1 Glycin

Kolagen obsahuje ztiaé mnozstvi glycinu (330 miplna 1000 mai aminokyselin), ktery
je v molekule rozloZzeny zcela pravid&lno znamena, Ze tyiokazdou teti aminokyselinu
v sekvenci jednotlivychtettzci. Toto rozlozeni umaiuje €sné spojeni polypeptidickych
fetzcl do trojnasobné Sroubovice. [1] Velké mnoZstvi @tainokyseliny zpsobuje vy-

soky obsah dusiku v kolagenu. [9]

1.2.2 Hydroxyprolin

Hydroxyprolin je pro kolagen charakteristickou aokgselinou, protoZze je obsazen ve
veétSim mnozstvi jen v této bilkowtVelky obsah hydroxyprolinu a prolinu podimje jeho
stérickou rigiditu (nemoznost volné ditéosti kolem vazby ¢- N a stizené ot@&ni kolem
vazby G - CO) a odliSné prostorové uspdani polypeptidickychtettzci kolagenu ve
srovnani s bilkovinami obsahujicimi mensi mnozZstyklickych kyselin. Zatimco
v peptidickychietézcich bez hydroxyprolinu a prolinu je ¢téost na vazb omezel moz-
n& na kazdém C atomu, tzn. v kazdéetin ¢lanku peptidickéhdetézce, @i zabudovani
hydroxyprolinu a prolinu do peptidickéletézce je takova otévost prakticky znemozn
na v rozsahu Sestilanka a @i vélenéni hydroxyprolinu a prolinu po sébje dokonce
v rozsahu deviti C atoim Takové uspiadani proto umatje fetzci kolagenu vytviet
protahlé Sroubovice, které se stabilizuji niezcovymi vodikovymi nistky, kdyz se spo-
ji do trojnasobné, tzv. super Sroubovice. Obsaldxygbrolinu a prolinu je rozdilny podle

puvodu kolagenu. [1]

1.2.3 Tyrosin

Pritomnost tyrosinu v molekule kolagenu byl@gnetem dlouhych spdr Podrobné ami-
nokyselinové studie ukazaly, Ze vSechen tyrosingleromadn v terminalnich peptidech,
tzv. telopeptidech, které nemaji strukturu Sroubew Ize je lehce od§lit proteolytickymi

enzymy. [1]

1.2.4 Hydroxylysin

DalSi typickou aminokyselinou je hydroxylysin, kiese vyskytuje i v&kolika dalSich bil-
kovindch, napviné. V téchto bilkovindch je vSak obsah hydroxylysinu ve veémi

s kolagenem maly. Jeho vyznam &pé v tom, Ze se naspvazou sacharidické slozky. [1]
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1.2.5 Cystein

s

stabilizuje strukturu pomoci disulfidickychastki. U vySSich Ziveicha se vyskytuje pou-

ze v registréanim peptidu. [1]

1.2.6 Leucin a isoleucin

Pro kolagen je charakteristicky maly vyskyt leuciausoleucinu. [1] Jen @vbilkoviny
maji mensi obsaki¢hto aminokyselin nez kolagen, jsou to ribonukle@Zéoroin hedvabi.
[10]

1.3 Struktury kolagenu

1.3.1 Priméarni struktura kolagenu

Primarni strukturu kolagenu duje chemické slozeni a fami aminokyselinovych zbyik

v polypeptidickémietzci. Jak jiz bylo uvedeno, nejvice zastoupenou ahyiselinou je
glycin, dalsimi vyznam#izastoupenymi aminokyselinami jsou hydroxyprolipralin, kte-

ré dodavaji polypeptidickyntetézcim strukturni tuhost. Zastoupeni 10% kyselych a 8%
bazickych aminokyselinovych zbytkma vyznam p vytvéreni acidobazickych rovnovah,
ovliviiuje chemické chovani a reaktivitu kolagenu |. Zedi&t primarni struktury kolagenu
vyplyva, Ze polypeptidickyettzec je tvden stednim, nejdelSim Usekem aédva kratSimi
koncovymi oblastmi, tzv. telopeptidy. Telopeptidsoj tzv. neusgadané oblasti, které
nemaji pro kolagen typické aminokyselinové slozebgahuji aminokyseliny jako je lysin
a hydroxylysin. Tyto oblasti mohou byt taki#éznymi proteolytickymi enzymy odbourany,

tim dojde k odstrami stabilizujicich picnych vazeb a kolagen se stane rozpustnym. [9]

1.3.2 Sekundarni struktura kolagenu

Na urovni sekundarni struktury nas zajima, jakonf&omaci ma hlavni polypeptidicky
fetézec kolagenu v prostoru. Tak jako u ostatnich bilkge sekvence aminokyselinovych
zbytka v L-konformaci spojena planarnimi peptidickymi fsami. V dlouhém polypepti-
dickémietzci je proto jedinym zdrojem konformaich znén rotace kolem vazeb,GC N a
C, - CO, které vychazeji z alfa uhlikového atomu.ikéedt €chto dvou rotaénich uhti ve-

de ke vzniku pravidelné levativé Sroubovice protahlého typu. Rentgenografickékspa
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kolagenu ukazuji, Ze zavity maji stoupani 0,95 npadaotlivé peptidické jednotky jsou
vzdaleny 0,286 nm. Celkova délkeigzce je asi 290 nm. Takto protazena Sroubovice je u
bilkovin vyjimetna a vyskytuje se jen u kolagenu nels&tarych polypeptid s podobnou
aminokyselinovou sekvenci. Detailni rentgenové&eni a stereochemické Uvahy vedly
k poznatku, Ze kolagenova Sroubovice neni symettaktem pimkové osy, ale kolem jiné

Sroubovice, ktera je naopak pravita@. [10]

Koncové oblasti kolagenovydetzci, v nichZz chybi typicka sekvence Gly-X-Y, postrada-
ji toto pravidelné usgadani. V C-koncovém peptidu je vyrazna tendencevdudns prota-

Zené konformacp-pleated sheeiili ,skladaného listu”. [10]

1.3.3 Tercidlni struktura kolagenu

Tercialni strukturu kolagenu tiiotii fettzce, které jsou navzajem okolo sebe ovinuty a
maji spolénou osu. Vznikly tyinkovity Gtvar je dlouhy asi 290 nm a vipnéru ma 1,4
nm. Nazyva se tropokolagen a je zakladni stavedairigtkou, schopnou agregace na fibri-

larni atvary.[10]

V tropokolagenové molekule jsou vSechiyietzce udrzovanyip sobs vodikovymi vaz-
bami mezi sousedniniétézci. Tyto vazby mohou vznikat jen tehdyjlpizi-li se vSechny

tii fetézce k sob. U kolagenu je to umoZno tim, Ze v kazdédti poloze se vyskytuje gly-
cin, tj. aminokyselina bez vedlejSihetzce. ZjednoduSena projekce tropokolagenové

struktury podél hlavni osy trojité Sroubovice jézarréna na Obr. 3.

2{ retézec C
\\ b ,.C3
Gl
C
.I"'¢
|
&
C,
retézec B Fetézec A

Obr. 3 ZjednoduSena projekce usgmani ato-

mu u tercialni struktury kolagenu [10]
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1.3.4 Kuvartérni struktura kolagenu

Dulezitou vlastnosti tropokolagenovych molekul je gqmost vytvéet v extracelularnim
prostoru vysoce uspédané vilaknité struktury. Tato schopnost, kter§prgevuje i za
podminek in vitro, je tisledek primarni struktury kolagenu. Experimentéldje potvrdi-
ly, Ze @i uspaadani se upléatje jek polarni, tak i hydrofobni interakce meziletklami.

[10]
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Obr.4 Schematické znazeni trojité Obr.5 Model mikrofibrily vytvdené
tropokolagenové molekuly. Vpravo dusledkem interakce polarnich a hyd-
jsou nazn&eny intervaly D (67 nm), rofobnich vedlejSichretézci. Pt tro-
o né% jsou jednotlivé molekuly vza- pokolagenovych molekul je zde vza-
jemns posunuty a necelistvy interval jemrg posunuto o interval D a vytiia
0,35 D, ktery je v koncové oblasti a valcovity ttvar o pimeru 4 nm

umoziuje vznik osoveé mezery
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Orientace a osové ug@alani tropokolagenovych dimkovych molekul ve fibrilach byly
odvozeny z elektronmikroskopickych pozorovani, wiidch gicné pasovani s periodou
67 nm. [10]

V mikrofibrile jsou Utvary uspi@dany koaxialé zpisobem hlava-pata (nebo N-konec — C-
konec) s mezerami asi 35 nm. Mikrofibrily jsou dakpdadany do fibril a ¥tSich vlakni-
tych dtvafi. V prabéhu biologického vyvoje jsou zesivané kovalentnimi vazbami. V
procesu starnuti vykazuji kolagenoveé fibrily &ztiajici nerozpustnost a v kameém stavu
mohou byt rozpustné jen v silinydrolytickych progdiedich. Tento jev je vyvolan postup-
nym vznikem intermolekularnich a intramolekularnpiftnych vazeb, které spojuji tropo-

kolagenové molekuly do kontinuélni polymerngsji]

1.4 Vlastnosti kolagenu

1.4.1 FyzikéIné chemické vlastnosti

Chemické vlastnosti kolagenu typu | jsou dany jghmimarni strukturou, tedy sekvenci
aminokyselinovych zbyitk v polypeptidickémietzci a gedevSim zastoupenim jednotli-
vych funicnich skupin. Naproti tomu fyzikalni vlastnosti jsgé@ny vice méhuspdgadanim

ve vysSich strukturnich celcich. [9]

Z chemického hlediska je kolagen polyamfolytem ytpdlyelektrolytem, majici kyselé a

bazické skupiny. [9]

Charakteristickou konstantou kolagenu je izoelekfribod a reaktivita kolagenu je zavisla
na jeho stavu i izoelektrickému bodu. Nativni kolagen ma hodniateelektrického bo-
du rovnu 7. V zasaditém présti nabyva kolagen zaporny naboj, vznika tzv. putya a
v kyselém prosedi ziskdva kolagen kladny néboj, vznik4 tzv. patidn. Vzhledem ke
svym vlastnostem je kolagen schopen vazat z roztg&eliny nebo zasady ve stechiomet-

rickych pongrech. [9]

Sila polyaniontu, respektive polykationtu, je damerakterem hmich skupin a mnoz-
stvim gidané kyseliny nebo zasady. Jeho sila postupste aZz do «ité koncentrace, kdy

vesSkeré kyselé nebo zasadité skupiny nesou zapeiny kladny naboj. [9]
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Pro kolagen byly popsany zavislosti dokazujiciyvasblasti izoelektrického bodu dochazi
ke snizeni hydrofilnosti, tedy v této oblasti pHkig@lagen minimalé rozpustny, ficemz
tento pokles hydrofilnosti je Zigoben poklesem ptu volnych nabaj v polypeptidickych
fetézcich. ProtoZe polypeptidicktzce nesou v izoelektrickém bbaninimalni naboj,
vykazuje kolagen vtomto pH minimalni botnani. Mast tzv. osmotické zbotnankip
némz voda pronika do tuhé faze jako nésledek graglieasmotického tlaku, ktery vznika
rozdilnou koncentraci pohyblivych iontu v tuhé gp&imé fazi. V okamziku vyrovnani
koncentrace iofiitv obou fazich se dostavi rovnovaha a botnanéikdak jiz bylo uvede-
no, botnani se zvysujéigdavkem kyseliny v @sledku znény poneru naboji, piicemz plati
skute&nost, Ze s rostouci koncentraci kyseliny zbotnéstier Mezi kyseliny sik ovliviiu-
jici zbotnani pat nag. mineralni kyseliny jako kyselina sirova. U zagadliv koncentra-
ce na botnani slabSifipemz plati, Ze botnani v kyselé oblasti pH @SV ve srovnani
s botnanim v alkalické oblasti pH a totvddu WtSiho p@tu bazickych skupin v molekule
kolagenu. Stupezbotnani nize také ovlivnit pidavek elektrolytu nap chloridu sodného.

Osmotické zbotnani je povazovano za apkverzibilni. [9]

Kromé uvedeného typu botnéni existuje tzv. lyotropnidfboyropni) zbotnani kolagenu, ke
kterému dochazitpextrémnich hodnotach pH nebéigavkem lyotropnich latek, jejichz
pusobenim dojde k rozruSeni vodikovych vazeb kolagéuvyvola dalSi zbotnani ko-
lagenu, které vede k Uplnému zhrouceni Sroubovidardormace a nastava denaturace
struktury. Za lyotropni latky povazujeme ty, kt¢géu schopné ovlisovat svym polarnim
charakterem a malymi rozimy interakce pvodni stabilizujici vazby na karbonylovém kys-
liku, tj. schopné fevést nerozpustnou sk®ninu na rozpustnou (resp. vodorozpustnou)
formu. Jako lyotropni latky sobi neutralni soli, slabé organické kyseliny &legoli,

alifatické dusikaté slaeniny aj. [9]

1.4.2 Premeéna kolagenu na Zelatinu

Pri zalrivani vihkého kolagenu docha4i prcité teplo€ k vyrazné strukturni zéme, pro-
vazené zvySenim bobtnani a&ru fyzikalre chemickych vlastnosti Takto modifikovany
kolagen neni odolny protihinym protedzam a ma mnohem nizsi stupgpdadani. Ozna-
cuje se nazvem Zelatina. V SirSim smyslu se tak@aghezpustné i nerozpustné produkty,

i kdyZ v technické se nazev Zelatina pouziva jenrpepustné produkty, které maji vyssi

viskozitu a s¥tlejSi zbarveni nez klih. [10]
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Preména kolagenu na Zelatinu nastava obvykietgplot kolem 60°C, zavisi vSak na pH,
iontove sile, sloZeni roztoku a stupni kovalentridastovani kolagenu. Jde o transformaci
prvniho fadu, pravou fazovouipmeénu krystalické modifikace biopolymeru na amorfni
modifikaci. Vlivem této transformace sesm konformace polypeptidickycrettzci a za-
roven se uvohuje vazebna energie a usta entropie. #mena je ¢tSinou nevratna, po
ochlazeni se jiz nevytyaspontans krystalicka kolagenova konformace, i kdyZ struétur
ma do uéité miry i vratny charakter. Makroskopicky se tep@elfeména projevuje nejvy-
razreji zkracenim osové deélky kolagenovych vidken ifediiu az¢étvrtinu pavodni délky.
Teplota @i niZz Ize pozorovat prvni délkové snmisit, se oznéuje jako teplota smr&i.

Tato teplota je 0 5 az 15 °C nizZSi nez teplotayazmemsny. [10]

Vlivem transformace seupodné uspdadana kolagenova strukturami na neusp@dany
stav, tzv. statistické klubko. Je totgpbeno tim, Ze kolagenovy stav je stabilizovagty v
Sinou jen slabymi nekovalentnimi vazbami (vodikavpolarni, hydrofobnimi kontakty
apod.), které jsou citlivé na teplo #& palrivani snizuji svou vazebni energii. ProtoZe vSak
zarover zaltivanim roste vnihi energie systému, zesiluje se termodynamickaetesrel

k vySSi entropii, tedy tendence k poklesu pravidsiinv usp#adani makromolekul. ZvySo-
vani teploty proto nakonec vede ke stavu, kdy mlauveliciny v rovnovaze. DalSi vist

teploty vyvolava nahlé zborceni ugadané struktury. [10]

Modifikace kolagenové struktury, ktera unioje vznik tepeld stalych , nap kovalent-
nich gi¢nych vazeb, zjsobi vyrazny posun transfortrdch teploty k vy$Sim hodnotam.
Tato skuténost je vlastd zakladenxinéni kolagenu fi vyrob¢ usni. Denaturujeme-li ko-
lagen v pitomnosti latek sniZujicich energii stabilizujicicazeb, nap matoviny, sniZzuje

se teplota transformace . Je-li pokles tak velkytransformace kolagen — Zelatina nastava

uz @i normalni teplat, hovaime o tzv. chemicky indukovandégmené na Zelatinu. [10]
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2 HYDROLYZA

2.1 Princip hydrolyzy, zakladni pojmy

Hydrolyzou obvykle oznaljeme rozklad soli, esterhalogenid, amidi, nitrilt pasobe-
nim HO za uvohovani H nebo OHionti. Na zaklad toho reaguiji roztoky soli slabych
kyselin a silnych zasad zasadiPodstatou je fiepchod protonu molekuly vody na anion
slabé kyseliny k niz mé&tsi afinitu. Roztoky soli silnych kyselin a slabyzé&sad reaguji
kysele (v roztoku @stane nadbytek iontu™ V pripac soli slabé kyseliny a slabé zasady
vznikne ve vodném roztoku nedisociovana slaba kysdl zasada. Roztok bude kysely
konstantu). Soli silnych kyselin se silnymi zasadansoli stejg slabych kyselin a zdsad

reaguji neutrala [12]

Napiklad g1l slabé kyseliny HA a slabé zasady BOH, ktera meicok vzorec BA poskytu-

je ve vodném roztoku ionty Bt A, které zdanliv reaguiji s vodou vra#n

B*+H,0 -~ BOH+H"* (1)

A +H,0 -~ HA+OH" (2)

Cim je kyselina nebo zésada, z nii wnikla, slabsi, tim vice se rovnovéha posun&-sm

rem doprava, tj., tim vice nedisociovanych moletabé kyseliny(zasady) se vyiVo

Stupeai hydrolyzy potom definujeme jako p@mpcoitu hydrolyzovanych molekul soli ke

vSem molekulamiftomnym v roztoku.

Rovnovahu hydrolyzy charakterizuje konstanta hydlK;, kterd se rovna soéinu rov-

novazné konstanty reakce hydrolyzy a koncentradg {n.[H20]).

Pt hydrolyze soli slabé kyseliny a silné zasadyiplat

K, =—" 3)

kde K je iontovy sodin vody,

Ka disoci@ni konstanta slabé kyseliny.
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Pti hydrolyze soli slabé zasady a silné kyselinyiplat

K
K, =— 4
IR, (4)

kde Kz je disoci&ni konstanta slabé zasady.
Pro hydrolyzu soli slabé kyseliny a slabé zasadyipl

K

K,=——""— 5
T 5)

Pi hydrolyze bilkovin dochézi ke &teni peptidickych vazeb bilkovin a peftida nizsi

rozpustné strukturni jednotky. [12]

2.2 Hydrolyzaty kolagenu

Jednim z produkthydrolyzy kolagenu jsou tzv.hydrolyzaty. Lze jadgt z kizi, odezka
kuze, jaténich odpad, Slach, kosti, dale hydrolyzou Zelatiny, klihurataiinénych tsni
nebo hotovych Usni. V podstdze vyuzit jakykoliv odpad z kozémého ptimyslu obsa-
hujici kolagen. Hydrolyticky rozklad sete provadt v kyselém nebo zasaditém piest
di, piipadreé za pouziti enzyiin Vzhledem k nizkym poZadafin na energii je v posledni
doke uprednostiovan zpisob enzymaticky, pomoci kterého Ize v zavislostizaalenych
podminkach hydrolyzy ziskat produktytgnymi vlastnostmi atiznymi molarnimi hmot-

nostmi.[12]

Hydrolyzaty mohou mit definovanou distribuci moliéim hmotnosti. Molarni hmotnosti
nizkomolekularnich polypeptidse pohybuiji od 1500 do 5000 g.MoKolagen Ize hydro-
lyzovat na Sipy o rfizné délce fipadré az na aminokyseliny. Mohou sestit, filtrovat,
zahu$ovat, sterilovat a praSkovatiagbbenim peroxidu vodiku se ziskavaji hydrolyzéaty
swtlé barvy a bez zapachu. Dlouho trvajici doba hiydsoa vysoka teplota vedou ke

ztmavnuti kon&ného proteinového produktu.[12]

Pouziti hydrolyzat je velmi Siroké. Mohou byt pouzity obecm potravindstvi jako latky
uchovavajici uni nebo chd. Jsou hoja vyuzivany také v kosmetice, kde id@vaji do
krémi, pletovych masek a dalSich vyralpkkteré maji za cil dodavatiki pevnost, tvar a

vlaénost. Mohou se také vyuZivat pyrobé Sampon ¢i pracich prask. [14]
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Dalsi apliké&ni oblasti je pouziti hydrolyzétiako nahrady kaseinuripvyrobé pigmento-
vych apretur v koZeluzstvi. PtatirgjSi proteinické hydrolyzéaty jsou vhoggi jako gisa-
dy do krmiv a hnojiv. Smichanim s vhodnym jilovyabstratem Ize vyra tzv. hnojivové
ty¢inky. Fidavek kolagenu ip vyrobé nékterych polymell ma podporovat biologickou
odbouratelnost plast[12]

Hydrolyzaty kolagenu seétdinou dodavaji ve fortnprasku. Tato forma je bezpradna,

dokie rozpustna a pro uzivatele snadno pouzitelna. rfgneakzpustnost praskového hydro-

lyzatu vede ke sniZzovanékacichéasi v riznych pfimyslovych procesech.[14]

Obr.6 Rozptylené a rozpustné hydro-
lyzaty kolagenu [15]

Hydrolyzaty kolagenu obsahuji typické aminokyselijgjichZ sloZeni je velmi podobné
piirodnimu kolagenu. Nejvice jsou zastoupeny glypiojin a hydroxyprolin, kteréfed-
stavuji asi 45% celkového slozeni. Esencialni nakyseliny tvdi asi 16% celkového
sloZeni a dale jsou zde obsazenyiriggptofan, kyseliny glutamova, alanin nebo arginin
Z hlediska vyzivy je vSak kolagen neplnohodnotndkdvinou, zejména zid/odu nizkého

obsahu aminokyseliny lysinu. [14]
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Others (Aspartic
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Obr.7 Typické aminokyselinové sloZeni hydrolyzatu

kolagenu [14]

2.2.1 Kolagenova stivka

Patatek vyroby kolagenovychistek se datuje do 30. let minulého stoleti, kdy&nmdc-

kém Weinheimu zjistili, Ze kolagen Ize rozlozit@el zpracovat na hmotu schopnou vytla-
¢ovani, ze které mohou byt vyrobengé\dta vhodna pro vyrobu paikPro vyrobce uzenin
je pouziti kolagenoveéhoistka vyhodrjsi protoze na rozdil od gfrodnich” stivek ze

zvirat maji jednotnou tlowku, jednotny piimér, jsou pevna a zarouelasticka.

K vyrobe stiivek se pouzivaiki skotu, které jsou po odstkam papilarni vrstvy a podkoz-
nich tkani gkolik tydna vaprény a v dalSich krocich promyvany a neutralizovdoté
nasleduje dalSitdkladné promyvani az do stadia, kdy je dosazéadgm stanoveného
stupré zbotnani. V tomto stavu se kolagenni material léaik a je dkladre homogenizo-
van do kasovite, viskdzni hmoty kterou Ize zprateydacovanim. Vytl&ena stivka jsou
v dal8im kroku chemicky upravena tak, aby doSlest’nvani kolagennich vlaken coz
propijcuje vyrobku strukturni pevnost. Dale s&\dta vypiraji, susi a upravuji do formy

Z&dané speebitelem. [11]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

2.3 Alkalicka hydrolyza

Alkalicky rozklad Ize provagt nagiklad pouzitim uhBitanu vdpenatého a oxidu iedna-
tého za zvySeného tlaku & pvysené teplat 130°C - 140°C po dobu 4 hodin. Négad
pii hydrolyze chromitych postruzin obsahuje izolovdrilkovinny hydrolyzat v zavislosti
na podminkach hydrolyzsadow jednotky az desetiny procent oxidu chromitého,take

znané mnozstvi sodnych, draselnych, vapenatychr@hatych soli. [12], [15]

Tyto hydrolyzaty maji porrné nizkou molarni hmotnost, vysoky obsah chrému a jso
zneistény rozpustnymi solemiCasto se proto alkalické hydrolyzy vyuZiva v komising

hydrolyzou enzymatickou, ktera jé€iangjSi a ziskany hydrolyzat je kvalijsi. [15]

| pii téchto nevyhodach mé alkalick&d hydrolyza updainve specialnichifpadech, nap
alkalickou hydrolyzou se nerozklada tryptofan, sezmize vyuzit pi jeho kvantitativnim

stanoveni. [16]

2.4 Kysela hydrolyza

P pouzivani kyselin na hydrolyzu bilkovin jsoweny pouze &které faktory, které ovliv-
nuji rozsah a specifinost kyselé hydrolyzy. &xem misobeni kyselin na bilkoviny za mir-
nych podminek, probiha parcialni kysela hydrolyzii gtisobeni za drastijSich podmi-
nek se bilkovinna strukturacgi na aminokyseliny. [15]

Kysela hydrolyza se obvykle provadi pomoci kysebimpvé. Touto vznikd chromity po-
lymerni hydrolyzat uzitgny jako udrzujicic¢inidlo. Hydrolyzujeme-li bilkoviny je mozné
pouzit kyselinu chlorovodikovou, kter&gt jak proteiny tak i nukleoveé kyseliny.

Ve srovnani s alkalickou hydrolyzou probiha kyske{d@rolyza kratSi dobu, optimum je
dosaZzeno za 50-60 minutipieplot 100°C. Molarni hmotnost vzniklych hydrolyzatu je
nizka.

Kysela hydrolyza se ve z&r@é mfe vyuZziva v potravingtvi k vyrolg koreni do polévek,
oma&ek a pokrni. [12]

2.5 Enzymaticka hydrolyza

Enzymové Sipeni v alkalickém prostdi je v podstétalkalickou hydrolyzou, katalyzova-

nou pisobenim enzyf
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Hlavnimi vyhodami hydrolyzy katalyzované proteadidymi enzymy jsou mirné reéhi
podminky dané maximalni teplotou 80°C, alkalitoutsinv rozmezi 8-9 a atmosférickym

tlakem. Ziskany bilkovinny hydrolyzat obsahuje iplodil anorganickych soli.

V praxi se setkavame s jedno-, dvou-figtipiovym postupem enzymatické hydrolyzy.
Pfi dvoustugiovém postupu lze v prvnim stupni ziskat hydrolyzébopny tvorby gelu
s molarni hmotnosti 75 000 az 200 000 g:m&lo gidavku enzymu se ve stupni druhém

ziska nizkomolekularni hydrolyzat o molarni hmotha8 000 aZ 20 000 g.nidl [16]

Enzymy, které se pouZivaji jsou t&hvyhradré proteindzy. Katalyzuji peni peptidovych
vazeb bilkovin a p#itdo skupiny hydroladz. Peptidova vazba je vazbai INeetomem a C-
atomem v karbonylové skuginJe Stpena v reakci s vodou za tvorby volné koncovéNH
skupiny a COOH- skupiny. JelikoZ se proteiny mobkkladat az z 20aznych aminokyse-
lin, existuje 380tznych peptidovych vazeb, které mohou slouZit jala¥mne cile pro en-
zym. Enzymy jsou vSak schopny@it pouze wity, specificky typ vazby. Po#énn¢ ¢asto
pouzivanymi enzymy v této oblasti jsou alkalazeeatréza. Z 29 vazeb v oxidovaném B-
fetzci insulinu je alkalaza schopna&@t pét a neutrdza Sest peptidovych vazeb, které se
vSak od sebe liSi. [12] @eZitou podminkou pro enzymatické reakeéehto vazeb je, aby
byly fyzicky dosazitelné pro enzym, ktery ma obwykingnou molarni hmotnost. Jestlize
jsou tyto vazby v trojrozerné struktile proteinu zaneny, napiklad jako v girodnim
kolagenu, reakce neprobiha. Pokud je ale protamatdeovan, diky chemickému nebo te-
pelnému zpracovani, strukturaibe byt roz&pena a protein je nachygi k enzymatické
degradaci. [15]

Deaktivace alkalickych proteindz se provadiinaevratd okyselenim, kdy upravime ky-

selost na pH 2-3 nebo Za@lim nad teplotu denaturace enzymu. [17]

Enzymy Sépici peptidové vazby se rodddji do dvou hlavnich skupin:

exopeptidazy- hydrolyzuji koncové peptidové vazby (resp. &odfi koncové aminokyse-
liny)

endopeptidazy hydrolyzuji peptidické vazby uvhitettzce.

Podle povahy aktivniho centra se proteinazy &ngddo ¢tyi skupin
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1. Prvni skupina vyZaduje ke své aktivikovové ionty (MG*, Mn**, zn*",
Cc?, aj.). Paitf sem hlavi exopeptidazy.

2. Druhou skupinu tvid thiolové enzymy (papain a&které katepepsiny), které
jsou inhibovany thiolovymi reagenciemi.

3. Treti skupina obsahuje ve svém centru aktivni semazyvaji se serinové

trypsin, chymotrypsin, elastazu aj.

4. Ctvrta skupina obsahuje ve svém aktivnim centru d&eylovou skupinu.

Jejim redstavitelem je pepsin a rennin. [17]

VétSina protedz se SirSi specifitou del$tpi Zelatinu i jiné denatuéai produkty kolage-
nu, ale na nedenaturovany kolagen nebo rozpustppkolagen ma pouze omezeny-u
nek, tedy od€pi z rgj asi 1% hmoty ve fortpeptich. [18]

Existuji vSak i specifické enzymy, které katalyzujzsdhlou hydrolyzu nedenaturovaného
kolagenu, oznsované jako kolagenazy. Kolagenaza byla poprvé ebj@w bakteriich dru-
hu Clostridium histolyticumTento druh bakterii je jako zdroj kolagenazy nejdprejsi a
také nejlépe prostudovanyugdbenim kolagenazy na kolagen se &uigt prevazrié pepti-

dy, které maji na konci aminokyselinu glycin. [17]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

3 GELOVA PERMEA ¢Ni CHROMATOGRAFIE (GPC)

3.1 Definice chromatografie

Chromatografie je obeé&rdefinovana jako sepatai, fyzikalné chemicka a saasreé analy-
tickd metoda Wena pro separaci a analyzuésinatek, jejimz zakladnim principem je roz-

délovani slozek s@&si mezi mobilni a stacionarni fazi.

Separaci slozek s je mozné zjistit, Ze se zkoumanagsnsklada naipklad ze i raz-
nych latek a nebo naopak, Ze jettmma pouze jedinou latkou a jedna se o latkistém

stavu.

Vysledkem kvalitativni analyzy je zji&ii, jaké latky jsou v dané sisi obsazené a vysled-
kem kvantitativni analyzy je zji&bi koncentrace jednotlivych sloZzek ve&sin Je ¥ejmé,
Ze pro provedeni kvantitativni a kvalitativni armlyje nutné jednotlivé slozky sisi od
sebe nejtive oddlit. [19]

3.1.1 Mobilni faze

Mobilni faze je ta faze, ktera se v chromatografioksystému pohybuje. Mobilni faziim
Ze byt kapalina nebo plyn. Je-li mobilni fazi kapal pak takovou chromatografii nazyva-
me kapalinova chromatografie, je-li mobilni fazyml pak se takova chromatografie nazy-

va plynova chromatografie. [19]

3.1.2 Stacionarni faze

Stacionarni faze je v chromatografickém systénfaza, ktera je nepohybliva. Stacionarni

fazi mize byt pevna latka nebo film kapaliny zakotvenyeané latce. [19]

3.1.3 Obecna teorie chromatografie

V pribéhu chromatografické analyzy slozky separované latkyruji chromatografickou
kolonou jen tehdy, pokud se nachazi v mobilni &émlativni rychlost jejich pohybu vzhle-
dem k rychlosti mobilni faze je tim mengim WtSi afinitu ke stacionarni fazi vykazuji.
Vlastnim mechanismem separace je tedy neustalé&@aani utitého ustaleného roztbni
jednotlivych sloZzek vzorku mezi oima fazemi v dsledku konvektivniho pohybu jedné

z nich a usili systému obnovit porusenou rovnowdihizi. [19]
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3.2 Stiedni molarni hmotnost

Molarni hmotnost vysokomolekularnich stemin je dilezitou veltinou, ktera do velké
miry ovliviiuje jejich vlastnosti. Jestlize s&esini molarni hmotnost stanovuje metodami,
které neti veliciny amerné hmotnosti nebo objentiastice (nafiklad rychlost sedimentace
nebo rozptyl sitla) je vysledkem stanovehmotnostni piimér molarnich hmotnosti M,

ktery je definovany rovnici (6)

— LM, M/
Mf%iw wi)=%,kde ©)

m je hmotnost frakceé M; je molarni hmotnost frakdaeW = m/=m je hmotnostni zlomek

frakcei, w = m/V je hmotnostni koncentrace frakicac; = ni/V =wi/M; .

Pomoci metod, které & veliciny amerné pa@tu makromolekul v polymeru, tzv. koliga-
tivni vlastnosti, se stanovujeocetni (¢iselny) pezmér molarnich hmotnosti M . Mezi
tyto metody pai osmometrie, ebulioskopie nebo kryoskopigselny paimér moléarnich

hmotnosti je dany vztahem (7)

— N; M M,
Mn-z(z'N_ ')=Z§C_ "= (¢ M), kde ™

Ni je paetcastici-tého druhuy = Ni/ZN; je molarni zlomek frakcie

Ciselny ptimér molarni hmotnosti neni vzdy vhodny k posouzeniistésti mezi vlast-
nostmi polymeru na jeho molarni hmotnosti, prota#gohé vlastnosti polymé&mezavisi
ani tak na pétu ¢astic s ukitou molarni hmotnosti, ale spiSe na jejich hmaimios podilu.

Potom je vhod§Si pouzit hmotnostni fmér molarnich hmotnosti I
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Patetni pameér molarni hmotnosti je vzdy mensi neZz hmotnostihgr molarni hmot-
nosti (M,< My). U hodnoty M se vice upldiuji nizké frakce, které obsahuji relatbwel-

ky poet ¢astic, kdezto u hodnoty Mse naopak nejvice uptaiji t¢Z5i podily.

Kvantitativni zastoupeni makromolekul jednotlivyanolarnich hmotnosti, které se
v daném polymeru vyskytuji udava distréimil kiivka. Pro jednoduchy odhadii§y distri-

buce polymeru poslouZzi rovh index polydispersity, ktery je definovan vztahga]

p=—Y% 8

3.3 Princip gelové perme&ni chromatografie

Gelova permami chromatografie (v anglické liter&wulze najit ndzev Size exclusion chro-
matography) je specialnim druhem kolonové kapaknetiromatografie. Lze ji vyuzit
k mnoha tyjim analyz, pedevSim vSak nabizi upl&ti pi stanoveni molarnich hmotnos-
ti, distribuce molarnich hmotnosti a k analyze&sinoligomernich slatenin u syntetickych
polymeiii i biopolymeii. Bez zavedeni GPC do praxe by byl nemyslitelnySdheyvoj

makromolekularni chemie &kterych disciplin biochemie. [19]

Na rozdil od adsotmi ¢i rozcklovaci chromatografie je separace u GPC zavislaepoa
velikosti molekul analyzovanych latek a t&nviibec nezavisi na jejich chemické povaze.
Chemické vlastnosti separovanych latekujg pouze systém, wmzZ bude separace pro-
vadna (volbou hydrofilniha@i hydrofobniho gelu a s tim souvisejici volboudalitno ¢ini-
dla).

Pomoci gelové chromatografie je mozno separovakiaks molekuly, které se liSi svymi
rozmery, pokud se dale rozpousiji v nékterém rozpoustlle. Velikost molekul nehraje
roli, jelikoZ moderni gelova chromatografie umaje separaci celéady latek od nizkomo-
lekularnich aZ po vysokomolekularni, jejichz molkni hmotnost je v rozmezi 46 10
g.mofl™. [19]

Chromatograficka kolona pro gelovou pergr@achromatografii je naptma malymicasti-

cemi gelu, ktery obsahuje porgznych roznéri. Prostory mezi zrny gelové naplhpory
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jsou vyplreny rozpoustdlem (mobilni fazi). Zedny roztok vzorku se nanese na vstup do
kolony a postupf se mobilni fazi vymyva. Koncentrace vzorku v elu@ia vystupu

z kolony se sleduje vhodnym detektorerii. d@lani nagiklad &i druhi molekul podle je-
jich velikosti mohou nejmensi molekuly difundovat @ vnitniho prostoru gelu, a jsou
tudiz nejdéle zadrzovany v kokanZatimco stedre velké molekuly se dostanou pouze do
vétSich pofi gelu a nemohou difundovat az do jeho nitra. Mdigkikteré maiji rozréry
VELSi nez jsou rozery pon, jsou z gelové napénvylouceny (exkludovany), mohou se na-
chazet pouze v prostoru mezi zrny a prochazejinmidez zadrzeni. JelikoZz mobilni faze
volné proudi pouze v prostoru mezi zrny, jegai eluce fi gelové chromatografii takoveé,
Ze nej¢tSi molekuly opousfi kolonu nejdive a teprve potom odchazeji z kolony moleku-

ly s mensSi molarni hmotnosti. [19]
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Obr.8 Princip gelové perm&a chromatografie [21]

3.4 Detektory

3.4.1 Detekce

Obecrt je chromatograficka detekce definovana jako progékterém se indikuje poloha

a ukuje koncentrace, ifpadré nekteré specifické vlastnosti slozek &n podrobenych
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chromatografické separaciiiRletekci |ze stanovit hll vlastnosti eluatu vychazejiciho

z kolony nebo vlastnosti separované latky (soluapuséné v eluatu.

Na detekci se né&astji pouzivaji kontinuald pracujici detektory a zji&té vysledky se

zaznamenavaiji. [22]
Na detektory jsouipanalyze kladeny poénn¢ vysoké pozadavky.iBdevsim jsou to:
» vysoka citlivost
» stabilita a reprodukovatelnost detekovaného signalu
» Siroky lineéarni dynamicky rozsah
* rychla odezva
* minimalni objem detslni cely

Detektory nfizeme rozdlit na specifické, rérici ugitou typickou vlastnost solutu (fotome-
try, coulometry a pod.), nespecifick@sto nazyvané univerzalni (plamenoiotidadetek-

tory, refraktometry a pod.) a smisSene. [22]

JelikoZ je tato prace zatiena na gelovou perm@&d chromatografii s refraktometrickou a

viskozitni detekci, budou podrofjndiskutovany pouze tyto dva typy detekior

3.4.2 Refraktometry

Refraktometry jsou typickymipdstavitelem detektdy které n&ii vlastnosti eluatu. Jejich
principem je ndteni znén indexu lomu eluétu v zavislosti na koncentraduteo Aby se
zvysila citlivost néreni a omezili se ruSivé vlivy, jsou refraktometgnktruovany v dife-

rercnim vyhotoveni, kde se porovnava index lomu elugindexem lomu eluétu [22].

Z metod ndieni indexu lomu se v kome® dostupnych detektorech vyuzivaiyii princi-
py:
» Deflexni refraktometryyuzivaji lom s¥telnych paprsk pii prichodu ges rozhra-
ni latek s rozdilnou optickou hustotou, popsanyliBmam zakonem.

» Reflexni refraktometrjgou zaloZené na Fresnetaakoré odrazu svtla.

» Refraktometry zaloZzené na Christiansehfwu. Prochézi-li s¥tlo kyvetou napl-
nénou malymicasticemi se stejnym indexem lomu jako ma kapalikgvet:, jeho

intenzita poklesne jen mélo. Pokud se vSak indexul@luatu zrani, lomy a roz-
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ptyl swtla na rozhranich kapalingstice vzrostou a intenzita &ha poklesne.

Zmeény intenzity s¥tla jsou ungrné znén¢ indexu lomu eluétu.

* Interferometry refraktometry ve kterych koherentni paprskytisvprochazeji srov-
navaci a rérici kyvetou. Fitomnost solutu v gfici kyve€ zpisobuje zminu efek-

tivni optické drahy paprsku. Tato draha s&irmterferometrem.

Refraktometry jsou nejpouZzivgii detektory v gelové perm&d chromatografii. Detekuji

vSechny latky, jejichz index lomu se dostateliSi od indexu lomu mobilni faze.

Problémy pi pouZziti refraktometru zjsobuje ¥tSinou pouze zavislost indexu lomu na
teplot a tlaku [22].

3.4.3 Viskozitni detektor

Viskozitni detektoradime do skupiny detekiomeiicich molarni hmotnost vzoikk Tato
skupina detektdrtvori moderni typy tzv. molar mass sensitive detectpdetektory, které

zaznamenavaji molarni hmotnost nebo viskozi¢semého polymerniho vzoiik

Pro on.line mifeni viskozit v GPC systému se &ag€ji pouziva viskozitniho detektoru
tvorenéhoctyimi kapilarami, které jsou sestaveny déastki (viz.Obr. 9 ). Proudi-li timto

systéemem pouzé&isté rozpou&idlo s viskozitour,, je diferencialni tlak (differential pres-

sure) v niistku nulovy aAP =0, protoZze kazda zétyr kapilar obsahuje pouzgsté roz-
poustdlo. Zane. li mistkem proudit polymerni roztok, ktery je eluova®RC kolony,
vstupuje tento roztok do kapilar C1, C2 a C4, zatim kapil&ée C3 ZAstava, vzhledem k
piitomnosti zasobniku (hold-up column) stalesté rozpou&idlo. ZvySeni viskozity
v kapildrach C1, C2 a C4 ve srovnani s viskozitistého rozpoustlla v kapilde C3 zfi-
sobi tlakovou nerovnovahu vistku, ktera je r¥ena tlakovym snim@m. Vstupni tlak
(inlet pressure P) a diferencialni tlak jsatinpo anerné specifické viskozit polymerniho
roztoku. Specificka viskozita polymerniho roztokugotom utena rovnici (8) [19]
n-n, _4AP

= = 9
T, TR, -2P ©)

Vzhledem k tomu, Ze #&iené koncentrace polymernich roziogou @i GPC analyzach
velmi nizké, je mozZno ifmo stanovit limitni viskozitniislo, bez nutnosti extrapolace

k nulové koncentraci, jak je tom@iné u klasickych viskozitnich étfeni:
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”sp
C

(10)

Spojeni refraktometrického a viskozitniho detektpaskytuje pesné stanoveni molarni
hmotnosti pro vSechny typy polynigma které Ize aplikovat univerzalni kalibraci. Ruooin
viskozitniho detektoru lze ziskat i cenné informacgtupni ¥tveni, které nejsouipmeére-

ni se samotnym refraktometrickym detektorem dos#fA].

From
columns @ Vvaste

& Hold-up column

Obr. 9 Schéma viskozitniho detektoru [19]

3.4.4 Kalibrace

Aby bylo moZzno z GPC chromatogramiskat hodnoty molarni hmotnosti, jela stano-
vit zavislost mezi retegmim objemem qasem) a molarni hmotnosti vzéarkedy provést

kalibraci.

Ptima kalibrace monodisperznimi standardy

Jednim ze 2zjsohi konstrukce kalibréni kiivky pro GPC je pouZiti série standard

s Uzkou distribuci a zndmou molarni hmotnosti. &edy polymel urcené ke kalibraci

IR

co nejuzsiM,/M, < 1), aby bylo mozné sdostdteu @Fesnosti polozit

M,=M, =M., kde M. je molarni hmotnost odpovidajici &imu objemu maxima
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chromatogramu. Vlastni kalibrace se zaklada n&eni chromatogramiady Uzkych frak-
ci uvaZzovaného polymeru se zndmymi hodnotami mméArhmotnosti. Miime za stej-
nych podminek, které se budou pouzividtgmalyzach neznamych vzd@rkDoporiuje se
pracovat s nejniz8i moznou koncentraci katibfeh standanil aby se omezil vliv koncen-
tracni zavislosti reteénich objend. Reteni objemyV, jednotlivych frakci se potom vy-
nesou proti logaritmM a ziskanym bodovym polem se prolozi hladka kaditir&iivka
[19].

Univerzalni kalibrace

DalSim moznym zjgsobem Kkalibrace je tzv. univerzalni kalibrace, é&terzaved| v roce
1967 Benoit se spolupracovniky. Ti zjistili, Zeemni objemyVg homopolymei i kopo-
lymerni s tiznou strukturou (linearni i roztwené), které byly rozpusty
v tetrahydrofuranu, sleduji jedinotiku, jsou-li vyneseny proti s@inu log [n] a M, kde
[n] je limitni viskozitni¢islo a M je molarni hmotnost polymeru (obr. 10yldBdokéazano,
Ze sodin [n] M je umerny hydrodynamickému objemu polymerniho klubka. whyeni
univerzalni kalibrace umagje tedy analyzu tééi vSech polymer a stanoveni jejich mo-

larni hmotnosti pomoci GPC [24].

Pomoci modernich GPC systénkteré umo#uji on-line spojeni viskozitniho a koncent-
racniho detektoru (ndp diferencialniho refraktometru) je mozndéirpo stanovit molarni
hmotnost pro kazdou frakci, ktera je eluovana kgl Diferencialni refraktometr, jako
koncentréni detektor poskytuje pro kazdou frakci koncentagiviskozimetricky detektor
poskytuje sotin [n]@. Vydélenim signélu z viskozimetrického detektoru signale de-
tektoru koncentréniho, Ize ziskat hodnotu limitniho viskozitnitisla[n;] kazdé polymer-
ni frakce vychazejici z kolony. Jelikoz je znamaima limitniho viskozitnih@isla i re-
tercni ¢as této kazdé frakce, Ize pouztivku univerzalni kalibrace a ziskat pro kazdou

tuto frakci molarni hmotnost M.

Platnost konceptu univerzalni kalibrace byla patiowiena naradd typt polymef, pre-
devSim pro polymery, které v roztoku zaujimaji tesatistického klubka. Existuji vSak
vyjimky, kdy nag. polymery tvdici ve roztoku tyinky nebo tuhé kouleikce univerzalni

kalibrace nevyhovuiji. [19]
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Obr .10 Kivka univerzalni kalibrace
(Benoit 1967
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. PRAKTICKA CAST
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4 POUZITE MATERIALY A CHEMIKALIE

4.1 Vychozi surovina — stivka

Pro experimentalni praci byly pouzity odpady kolameych stivek z produkce firmy Cus-
tisin, s.r.0. Jedna se o material vyrobeny§sreho kolagenu, ktery je v kyselém presii
sitovan glutaraldehydem. Odpadntigta nebyla vhodna k dalSimu pouziti vzhledem
k nevyhovujicim mechanickym vlastnostem (nedostd€te pevnost, nehomogenity
v tlou¥’ce stivka, nestejny gimér). Obsah susSiny ve vzorci¢mil 90 %, obsah dusiku 17

% a obsah popela 0.2 % (vztazeno na suSinu).

4.2 Priprava hydrolyzatu

Zbytky odpadnich givek (25g) byly nasthany na kousky a poté vliozeny spolu s 250 ml
vody do laboratorniho reaktoru, kde byly michargakivany na poZzadovanou teplotu. Po
dosaZeni dané teploty byl@iggano stanovené mnozstvi alkalazy. Hodnota pH bglave-

na gidavkem 35 ml (v jednomifpact 30 ml) 1% roztoku n-butylaminu. Vzorky byly ode-
birany v utenychc¢asovych intervalech (viz.tabulka 2) a pro odstramtipadnych né&stot
nebo nehydrolyzovaného podilu po eédbfiltrovany. U kazdého vzorku byl stanoven ob-
sah dusiku Biuretovou metodou. Poté byly vznikldrblyzaty vloZzeny do suSarny a vysu-
Seny i teplo€ 105°C do konstantni hmotnostiieRled analyzovanych vzaika pgrehled

jejich piipravy je strdné uveden v tabulce 2.
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Tab. 2 Rehled gipravy jednotlivych vzork

Cas potebny
Cislo V n-butylamin 1% V Alkalaza ¢ Casovy interval | Poget | k rozladu sti-
pokusu 1% odbéru vzorka |vzorka vek
[ml] [ml] [°C] [min.] [min.]

61 30 2,5 70 5 10 50 - 60

62 35 2 70 9 8 nerozlozena

63 35 1,5 70 30 7 nerozlozena

64 35 2 70 20 7 nerozlozena

65 35 2 70 35 7 nerozlozena

66 35 2 70 45 7 nerozlozena

67 35 2 70 55 9 |casté&né rozloz.

68 35 2 65 60 5 25-30

69 35 2 65 15 9 40-45

70 35 2 65 10 9 20-30

71 35 1,5 65 20 9 70-80

72 35 1,5 65 10 9 30-40

73 35 1,5 60 10 9 40

74 35 1 60 10 9 70

75 35 0,5 60 10 7 | cast&né rozloz.

76 35 0,5 60 20 9 80-100

77 35 0,25 60 20 9 | cast&ne rozloz.

78 35 0,25 60 30 9 180-200

V souvislosti s fipravou vzork: i diskusi vysledi je t‘eba uvést, Ze hydrolyzaty sledova-
né v této praci jsou soasti irsi studie provédé na Ustavu automatizaceidici techniky
FAl, jejiz cilem je mimo jiné i sledovani kinetilgnzymatické hydrolyzy odpadnich ko-
lagenovych gtvek. Na vySe jmenovaném pracovisti probihal&prava vzork, které byly

dodany ke GPC analyze.

4.3 Chemikalie

Hydrolyza vzork

N-butylaminu (Acros Organics), 1% roztok

Alkaldza, 1% roztok
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Tab. 3 Charakteristika alkalazy [13]

Jméno Alkalaza
Subtilisin Carlsberg, Subtilopeptidase A, Bactefitdaline
Synonyma Protease
27 000 g.mot

Molarni hmotnost

Subtilisin A serfadi do skupiny Serinovych S8 Endoproteaz s

Specificita Sirokou specificitou. Hydrolyzuje nativni a denateiné protei-
ny a je aktivni v alkalické oblasti
Izoelektricky bod pl=9.4

Vazby které enzym
atakuje v oxidovaném 4-5, 9-10, 11-12, 15-16, 26-27
B-fetézci insulinu®

3 oxidovany Bietsizec insulinu: NH-Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-CySgpi-Gly-Ser-His-
Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-CySEH-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-
Ala

GPC
Mobilni faze, ktera obsahuje:
Dusinan sodny (Lachema), 0,1M vodny roztok

Azid sodny (Lachema), 0,02% vodny roztok

Acetonitril (LAB-SCAN analytical sciences)
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5 POUZITE METODY

5.1 Gelova perme&ni chromatografie

5.1.1 Pristroj

Molarni hmotnost a distribuce molarnich hmotnosty lstanoveny metodou gelové per-
mea&hni chromatografie naifstroji GPC PL50 s viskozitni a refraktometrickoetekci(Po-
lymer Laboratories Ltd)K analyzam byla pouZita série kolon sestavajigidné kolony
TSKGMPWXL (Tosoh Bioscience) a jedné kolony Ultrdbgel 250 (Waters). Vodna mo-
bilni fdze obsahovala 0,1 M NaNQ0,02 % NaN a 15% (V/V) acetonitrilu. Stanoveni
byla provedenaiplaboratorni teplat za pouZiti nagikového objemu 10@l p#i pratokové
rychlosti mobilni faze 0,8 ml.mih Universalni kalibrace byla vyt¥ena za pouZiti stan-
dardi polysacharid — pullulami s Uzkou distribuci molarnich hmotnosti v rozmebian
nich hmotnosti 180 aZ 788000 g.ih@Polymer Laboratories Ltd)Data byla zpracovana
pomoci programu Cirrus GPC Multi Detector Softw@elymer Laboratories LtdPouzi-

ta metoda nebyla validovana. [24]

5.1.2 Volba mobilni faze pro GPC

Stanoveni molarni hmotnosti a distribuce molarrtiaiotnosti pomoci GPC u polyniier
rozpustnych ve vodnych rozpoédlech jecasto spojeno €ikostmi, protoZze se zde setka-
vame s tzv. ,non-size exclusion“ efektem, kteryirsdparaci makromolekul podle jejich
velikosti. GPC je technika zaloZena na separacekulpodle velikosttastice které eluuji
se stejnym retaémim objemem musi mit stejnou velikost makromolekalyy bylo mozno
stanovit molarni hmotnost sledovaného polymeru aaqei kalibr&ni kiivky sestrojené
z polymernich standaiig které se liSi od analyzovaného vzorku. Navicxg#i@tné pred-
poklada, Zecastice, které eluuji z kolonyride maji ¥tSi molarni hmotnost jak®astice

s delSim retefmim ¢asem. U GPC ve vodné fazi se vSak pow casto setkavame
s nezadoucimi ,non-size exclusion“ efekty, kter&Seryuvedené zasady separace rusi.
K témto nezaddoucim jeém radime intermolekulérni elektrostatické interakcezinaaaly-
zovanou latkou a naplini kolony (rfapyména ionfi), intramolekularni elektrostatické in-
terakce mezi analyzovanou latkou a napini kolomagi{ntvorba vodikovych ristki) a ad-

sorpci. Volbou vhodného rozposadta Ize tyto nezadouci vlivy potid. Na dopordeni
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vyrobce kolon byla proto pro analyzu hydrolyz&blagenu pouZzita mobilni faze sestavaji-
ci z0.1 M NaNQ@ a gidavku organického rozpouwsiia acetonitrilu [25]. Azid sodny se

béZneé do mobilni faze pidava jako latka branicaistu mikroorganisri.

5.1.3 Priprava vzorka pro GPC

Vzorky pro analyzu byly fipraveny navazenim susiny a jejim rozgadin v mobilni fazi,
pouZité jako eluent pro GPC. PouZita koncentrada byozmezi od 1,8 do 3,5 mg.hl
Doba rozpou#ni ¢inila priblizné 10 hodin a rozpou&ti probihalo p laboratorni teplat.
Pred nefenim byly vzorky vizualé kontrolovany, obsahuji-li nerozpg8&e castice a filtro-

vany pes filtr Chromafil PP/PET a velikosti p60,45um.

5.1.4 Vzhled a rozpustnost vzorki

Vzhledem k tomu, Ze rozpustnost vzibrknd gimou souvislost s velikosti koncentrace
roztoku pouzitého pro GPC analyzu byla skotest, zda je hydrolyzat dédci Spatré roz-
pusen pozori sledovana. RowZ vzhled hydrolyzatu byl pomocnyméiitkem ¥ hodno-
ceni vzork. Bechem gipravy hydrolyzatu bylo zjigho, Ze vzhled a rozpustnost vzorke
liSily. Vzhled susSiny byl pro fehlednost roz&len doctyi skupin a tyto skupiny byly po-
jmenovany med, gumajdhky a tvrdy. Uvedené oz#eni vystihuje charakter vzorku. Vzo-
rek ozngeny jako med byl lepkavy a velmigkky , vzorek guma byl pruzny, vzorekdh-

ky bylo moZno lehce rozlomit na matasti a tvrdy vzorek bylo mozné rozlomit na malé
¢asti jen obtiza.

Rozpou&ni vzorki probihalo po dobu alespdlO hodin a bylo zjig§ho Ze, rozpustnost
vzorkii nebyla zéavisla na jejich vzhledu . Udaje o vzhledarku jsou uvedeny v tabulkach
¢islo 4-21. V roztocich ¢kterych vzork byly po uplynuti doby rozpousti pozorovany
okem viditelnécastice. Tyto vzorky byly proto jeStdale rozpoughy pri zvySené teplat
55°C v ultrazvukové lazni. Po rozpo&si pri zvySené tepldatjiz v roztocich viditeln&as-

tice pozorovany nebyly.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Vzorky hydrolyzata kolagenu gripravené pri teploté 70°C

Numerické hodnoty hmotnostnihodpméru molarnich hmotnosti ) ¢iselného pkméru

molarnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P = MM, vzorki hydrolyzéfi kolagenu
piipravenych p teplo€ 70°C jsou uvedeny v tabulkach 4-10. Grafické zn&#d zavis-
losti molarni hmotnosti na dékhydrolyzy u jednotlivych vzork je souhrné zobrazeno
na Obr. 11. Obr. 12 zobrazuje grafické porovraiislosti M, na dok hydrolyzy u

vzorkla ¢. 61,¢. 62 ac. 63, kde je k hydrolyze pouzitéaného mnozstvi alkalazy.

Tab. 4 Hodnoty hmotnostnihogonéru molarnich hmotnosti |y} ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&u61. Teplota hydroly-

zy 70°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,5 ml.

Cislo Vzhled M, M., P Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol™] [g.mol*] | MM, [min.]
61 1 Guma-kehky 1200 5700 5 5
61 2 Guma 2200 5900 2,7 10
61 3 Guma 2100 6000 2,9 15
61 4 Tuhy 1700 8200 4,9 20
61 5 Tuhy 2200 5000 2,2 25
61 6 Tuhy 2100 6500 3,1 30
61 7 Tuhy 2500 7100 2,9 35
61 8 Tuhy 2500 8100 3,2 40
61 9 Tuhy 1700 7100 4,2 45
61 10 Tuhy 1800 6700 3,8 50
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Tab. 5 Hodnoty hmotnostnihogonéru molarnich hmotnosti |y} ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu62. Teplota hydroly-

zy 70°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,0 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol ] [g.mol?] | MM, [min.]

62 1 Med 2200 8400 3,8 9

62 2 Med 1900 8200 4,2 18

62 3 Med 4800 16900 3,6 29

62 4 Med 2500 15900 6,5 36

62 5 Med 2400 14400 5,9 45

62 7 Med 2300 9200 3,9 63

62 8 Guma 2200 15900 7,3 72

Tab. 6 Hodnoty hmotnostnihogonéru molarnich hmotnosti |y} ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&u63. Teplota hydroly-

zy 70°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 1,5 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol™] [g.mol*] | MM, [min.]

63 1 Med 7500 11200 1,5 30

63 2 Med 7400 20800 2,8 60

63 5 Guma 10800 26500 2,5 150

63 6 Guma 3200 26600 8,1 180

63 7 Krehky 9700 54300 5,6 210

Tab. 7 Hodnoty hmotnostnihogonéru molarnich hmotnosti ) ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu64. Teplota hydroly-

zy 70°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,0 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol Y] [g.mol?] | MM, [min.]

64 1 Med 1700 6600 3,9 20

64 3 Guma 2100 13300 6,5 60

64 5 Krehky 3200 22300 6,9 100

64 7 Krehky 2300 14400 6,4 140




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Tab. 8 Hodnoty hmotnostnihogonéru molarnich hmotnosti |y} ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu65. Teplota hydroly-

zy 70°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,0 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol ] [g.mol?] | MM, [min.]

65 1 Med 1700 8000 4,7 35

65 3 Med 2200 8800 3,9 105

65 5 Med 2700 12400 4,6 165

65 7 Guma 1900 7000 3,8 245

Tab. 9 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti | ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu66. Teplota hydroly-

zy 70°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,0 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol™] [g.mol*] | MM, [min.]

66 1 Med 6000 18700 3,1 45

66 4 Guma 2500 19700 7,9 180

66 7 Krehky 3400 39800 11,8 315

Tab. 10 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti ) ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu67. Teplota hydroly-

zy 70°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,0 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol ] [g.mol™] | MM, [min.]

67 1 Guma 2800 12900 4,6 55

67 3 Krehky 3600 20600 5,7 165

67 5 Krehky 5800 24900 4,3 275

67 7 Krehky 4500 31200 6,9 385
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Obr. 11 Grafické vyjéigeni zavislosti M| na dok hydrolyzy u vzork pripravenych pi

teplot 70°C
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Obr. 12 Grafické vyjaieni zavislosti molarni hmotnosti vzdrina dok hydrolyzy gi

teplog 70°C, kdy byly vzorky fipraveny za fidavku alkaldzy v mnozstvi 2,5 ml (vzorek

¢. 61), 2,0 ml (vzorek. 62) a 1,5 ml (vzorek. 63)
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Hydrolyza byla provedena v alkalickém piesti zajiséném gidavkem 30 az 35 ml

1 % -niho roztoku N-butylaminu. Alkalické préstli je nezbytnou podminkou pro spravné
pusobeni alkalazy a z Obr. 13, kde je uvedena za&tigktivity alkalazy na pH jergjmé,

Ze maximalni aktivita enzymu je mezi hodnotami ptaB89. Po fidavku uvedeného
mnoZstvi N-butylaminu bylo pH roztékcca 8,5 a proisobeni alkalazy byly tedy vytvo-

feny optimalni podminky.

Influence of pH
on the activity of Alcalase

100%:

.

80% %

e
x'\.

B0

40%

Activity. %o

20%,

6 B 10 12

Enzyme concentration: 000G Anson Unitsid
Temp: B0
Reaction Timse 10 minutes

Obr.13 Zavislost aktivity alkalazy na pH

V piipact vzorki ¢. 61,¢. 62 a¢. 63 byla stivka hydrolyzovanaifdavkem 2,5 ml., 2,0 a
1,5 ml 1%-niho roztoku alkalazy. Zavislost hmotndisd pfiméru molarni hmotnost

na dol& hydrolyzy je pro tytoii piipady uvedena na Obr. 12. Numerické i grafické anaz
néni vysledki doklada, ze mnozstvi alkalazy pouzité k hydrolgasads ovliviiuje hodno-

tu M,, a tedy i miru rozkladu vychoziho materialu. Vzotel6é1l hydrolyzovany 2,5 ml al-
kalazy vykazuje nejnizsi hodnotuyktera leZi v rozmezi od 5700 do 8200 g.fdéaro-
vei je tento vzorek jediny z této seérie, u kteréholald®& konci pokusu, cca po 50 az 60
minutach hydrolyzy k aplnému rozkladuisek. Zajimavy je i pibéh zavislosti M, na
doke hydrolyzy. Hodnota N\ se vzfistajici dobou hydrolyzy nema ani vzestupnou, ani se
stupnou tendenci, aleémi se nahodhve vySe uvedeném intervalu. To je mozno ¥igv

tim, Ze alkaladza ,od&puje” za danych podminekiplizné stejnécasti kolagenové moleku-
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ly, jejichz molarni hmotnost se&ipS neliSi. Obdob#é se chova tasova zavislost W u

vzorku ¢. 62. Molarni hmotnosti vzotké. 62 (2,0 ml alkalazy) &. 63 (1,5 ml alkalazy)
byly ve srovnani se vzorkeh 61 vySSi. Pro vzorek. 62 byla M, v rozmezi 8200 az
16900 g.maf a prog. 63 v rozmezi 11200 az 54300 g.fhol vzorkug. 63 navic molarni
hmotnost Bhem hydrolyzy rostla. S@éasreé v obou posledh jmenovanych fipadech ne-
doslo k rozlozeni sivek, i kdyz v gipact vzorku¢. 63 ¢inila celkova doba hydrolyzy 210

minut.

DalSi série vzonk, hydrolyzatyc. 64,¢. 65,¢. 66 a¢. 67 byla pipravena za pouziti stejného
piidavku 2 ml 1% roztoku alkalazy a 35 ml N-butylamirvzorky se liSily od vzorkg.
62, ktery byl roviZ hydrolyzovan 2 ml alkalazy, pouze intervalem kow@éni, tedy celko-
vou dobou hydrolyzy. Pro hydrolyzat 64 byly vzorky odebirany po 20 minutach, gro
65 po 35 minutach, pré& 66 po 45 minutdch a pro hydrolyzat67 po 55 minutach. Tyto
vzorky byly primarg pouzity pro sledovani kinetiky hydrolyzy [26], @Sz vysledk me-
feni molarnich hmotnosti Ize ra%nh Wwinit zajimavé zagry. P srovnani numerickych
hodnot M, (tabulky 4 — 10) a fib¢hu zavislosti M, na dolé hydrolyzy na Obr. 11 je vid,
Ze molarni hmotnost hydrolyzat kterych vzorkovani probihalo po 20 a 35 minhtéc
64, ¢. 65) je v piméru niZSi ve srovnani s hydrolyzaty, kde vzorkovamibihalo po 45 a
55 minutach d 66, ¢. 67). Molarni hmotnost prvnich dvou hydrolyizdtyla v intervalu
6000 aZz 22000 g.md] molarni hmotnost druhych dvou vzérleZela v intervalu 12 900
aZ 39 800 g.mdl. Zarovei je mozno konstatovat, e u poslédmenovanych vzork se
molarni hmotnost zvySuje s prodluZujici se dobodrblyzy. Ricinu této situace by bylo
mozno hledat bdi ve vlivu nehomogenity vychoziho materialu a nel, je vice prave
podobné, ve skuteosti, Ze aktivita alkalazyipdané teplat klesa s prodluzZujici se dobou

hydrolyzy.

Vliv teploty na aktivitu alkaladzy byl sledovartionstantnim pH = 8,5 @znych teplotach
a bylo publikovano, Zeipteplot 70 °C nastava jiz po 10 minutach vyznamny poklds a
vity enzymu, kdy #statkova aktivita&inila 25 % aktivity p@atesni [27]. Klesajici aktivita
enzymu by tedy mohla apobit iist molarni hmotnosti hydrolyzovaného materialut@ro
Ze by dochazelo k odftovani stale delSich makromolekularnigtézca. Z literatury je
znémo, Ze charakteristickou vlastnosti kolagenpejenost a traggtzcova helikalni struk-
tura, kdy seit kolagenové polypeptidové makromolekutyietzce) z nichz kazdy obsa-

huje asi 1000 aminokyselinovych (AMK) zbyitkspol&né st&eji do pravotoivé Sroubovi-
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ce. Uplna otéka trojité spiraly obsahuje 30 AMK zbytkJednotlivé polypeptidovietszce
tvoii opakujici se jednotky tripeptid Gly-X-Z) kde X, Z jsou aminokyseliny. Oblasti tvo
fené AMK s nizkou molarni hmotnosti je mozZzno povat@a krystalické, vysoce oriento-
vané useky. Naopak oblasti s vySemolekularnimi ANBfnaji gisné uspdadanou stavbu
jsou méw orientované a lze je povazovat za amorfni. Piohdjonfirmani volnost a fi-
tomnost polarnich skupin je lze povaZzovat za rgaktimista kolagenové molekulyiiP
enzymatické hydrolyze je alkaldza schopréi§ipét typa peptidickych vazeb (viz tabulka
3). Déle je pi reakci potebné, aby fislusna vazba byla enzymu, ktery ma sam o
vysokou molarni hmotnost (27000g.ripbtéricky dostupna. A pokud se tato vazba nacha-
zi uvnitt trojrozmerné kolagenové struktury, nemusi k reakébec dojit. Preferovanymi
misty pro fisobeni enzymu (ataku enzymu) jsou konegzce, kde je struktura helixu
nedokonala.. V fipact, kdy dojde k naruSeni trojrozmmé struktury molekuly tauz tep-
lem nebo chemickou cestou, stavaji se peptidickbywaice pistupnymi a enzymaticka
hydrolyza je snazSi. [28] S ohledem na vySe uvedé¢eoretickou Uvahu je vhodnéigmo-
menout, Ze vzorky pro &eni byly odebirany z ,heterogenniho systému®, &ést stivek
jiz byla rozloZzena aieSla do roztoku, avsalast byla v reaktoru stéle j&3t pevném, ne-
rozloZzeném stavu a séasré s touto skuténosti postupé dochazelo k poklesu aktivity
alkalazy v roztoku, respektive jiz po relatévkratké dok hydrolyzy nebyla i 70°C alka-

laza aktivni wibec.

DalSi zdivodnreni rastu molarni hmotnostidmem hydrolyzy by bylo mozno hledat ve zhor-
Sené rozpustnosti vzark Tuto skuténost vSak lze vylatit, protoZe vSechny vzorky byly
pied merenim dobe rozpu&tny a v jejich roztocich nebyly pozorovany nerozpnétasti-

ce nebo zbytky vzorku.

Z praktického hlediska je nutno konstatovat, Zeakladu stivek nedoSlo ani u jednoho ze
sledovanych vzork této série, pouze u vzorku 67 s nejdelSi celkovou dobou hydrolyzy
385 minut byl pozorovan jejichastény rozklad. U této dlouhé re&ki doby je roviz
mozZno uvazovat, Ze k hydrolyzéigpiva nejen enzym, kteryapobi v kratké dobpo za-
¢atku reakce, ale idné hydrolytické $peni, ke kterému dochazi v alkalickém piedt a

které evazuje v dlouhycliasech hydrolyzy.
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6.2 Vzorky hydrolyzata kolagenu pripravené pri teploté 65°C

DalSi série vzork byla gipravena hydrolyzou #wvek i teplot 65°C. Vysledky jsou shr-
nuty v Tabulkach 11-15. Obr. 14 vyjage zavislost M, na dol hydrolyzy u jednotlivych
vzorki této série. Na Obr. 16 je znazéma zavislost M na dok hydrolyzy v vzorki ¢. 67

hydrolyzovanéhoipteplot 70°C a¢. 68 fi teplo& hydrolyzy 65°C.

Tab. 11 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti ) ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&u68. Teplota hydroly-

zy 65°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,0 ml.

Cislo Vzhled M, M. PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol ] [g.mol™] M /M, [min.]

68 1 Tuhy 2500 7900 3,1 60

68 3 Kiehky 2600 7400 2,9 180

68 4 Tuhy 3000 6800 2,3 240

68 5 Tuhy 2300 5900 2,6 300

Tab. 12 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti |\ ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&u69. Teplota hydroly-

zy 65°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,0 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol™] [g.mol ] M,/M, [min.]

69 1 Guma 1900 6100 3,2 5

69 2 Tuhy 1900 5500 2,8 10

69 3 Tuhy 2700 5900 2,2 15

69 4 Tuhy 1800 5300 2,9 20

69 6 Tuhy 1400 4100 2,9 30

69 8 Tuhy 2300 6300 2,7 40

69 9 Tuhy 2300 5500 2,4 45
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Tab. 13 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti ) ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu70. Teplota hydroly-

zy 65°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 2,0 ml.

Cislo Vzhled M, M. PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol ] [g.mol™] M /M, [min.]
70 1 Guma 1800 5300 2,9 10
70 2 Tuhy 2000 5200 2,6 20
70 3 Tuhy 2200 6300 2,9 30
70 4 Tuhy 1400 4700 3,3 40
70 5 Tuhy 3000 5600 1,9 50
70 6 Tuhy 2500 6400 2,5 60
70 7 Tuhy 2200 5700 2,6 70
70 8 Tuhy 1900 5000 2,6 80
70 9 Tuhy 1400 4400 3,1 90

Tab. 14 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti |\ ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu71. Teplota hydroly-

zy 65°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 1,5 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol™] [g.mol ] M,/M, [min.]

71 1 Med 2100 7400 3,5 20

71 3 Guma 1800 7900 4,5 60

71 5 Tuhy 1900 5700 3 100

71 7 Tuhy 1800 6100 3,4 140

71 9 Tuhy 2700 6500 2,4 180

Tab. 15 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti ) ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu72. Teplota hydroly-

zy 65°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 1,5 ml.

Cislo Vzhled M, M. PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol ] [g.mol™] M /M, [min.]

72 1 Med 1400 4900 3,5 10

72 3 Guma 1500 5100 3,4 30
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Obr. 14 Grafické vyjaieeni zavislosti Ny na dol hydrolyzy u vzork pripravenych p

teplot 65°C

Vzorky ¢. 68, ¢. 69 ac. 70 gipravené pidavkem 2 ml alkaldzy se navzjem odliSovaly

intervaly vzorkovani a tedy celkovou dobou hydrglykolarni hmotnost hydrolyzétse

ve vSechiech ffipadech pohybovala v rozmezi od cca 4000 do 6a80Id. U hydrolyza-

tu ¢. 68 s nejdelSi dobou hydrolyzy byla molarni hmetrm 60 a 180 minutach hydrolyzy

mirng vy33i, cca 8000 g.nmbl. U vSech &chto vzorki bylo moZno pozorovat spaiey

trend, a to mirny pokles molarni hmotnosti s pradjici se dobou hydrolyzy. Vzorky 71

a¢. 72 pipravené pidavkem 1,5 ml alkalazy se odegchozichitech vzork podstats

nelisily a jejich molarni hmotnosti leZely v intefu od 4900 do 7900 g.mibl

Srovname-li hodnoty M hydrolyzati pripravenych pi 65°C s hydrolyzaty fipravenymi

pii 70°C je na prvni pohledigimé, Ze fi niZsi teplo¢ hydrolyzy jsou molarni hmotnosti

obecr nizSi, bez ohledu na mnozstvi alkalazy pouzit§dedlyze. Zarovet vSak i 65°C

neni podstatny rozdil mezi hydrolyzatsiggavenymi s 1,5 nebo 2 ml alkalazy. Vzhledem

k tomu, Ze enzymaticka hydrolyza s alkalazotspbuje Stpeni jen zcela konkrétnich va-
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zeb, je mozno konstatovat, Ze tyto podminky jsaurpeklad stivek giiznivé. Zarové se
vSak zejm¢ dostavame k hrai situaci, kdy ani prodlouzeni doby hydrolyayi giidavek

vétSiho mnozstvi alkalazy k dalSimu sniZzovani molambtnosti nevede.

Na Obr. 16 je uvedena zavislost,Ma dok hydrolyzy u vzork ¢. 67 ac¢. 68. Srovnani
téchto vzorki je pouzito pro ilustraci vlivu teploty,ipkteré hydrolyza probiha na zmu
molarni hmotnosti fipravenych hydrolyzét Tyto dva vzorky byly fipraveny hydrolyzou
s 2 ml alkalazy poijblizn¢ stejnou dobu a jedinym rozdilnym faktorem bylddé&gphydro-
lyzy, ktera pro vzorek. 67 ¢inila 70°C a pro vzorek. 68 ¢inila 65°C. Obrazek nazogn
ukazuje, Ze f teplot 70°C jsou hodnoty MvysSi a i pibéh zavislosti M, na dok hydro-

lyzy je zcela odlisny.

Pti teplo& 65°C rovreZz doslo ve vSechifpadech k Uplnému rozkladuisek. Ridavkem
alkaldzy v objemu 2 ml (vzorky. 68,¢. 69 a¢. 70) se sivka rozloZila v piméru za 25 az
45 minut. Bi pifidavku alkalazy v objemu 1,5 ml byla doba del&g 80 az 80 minut (vzor-
Ky ¢. 71 ac¢. 72). Vysledky naznrauji, Ze pouZzitim ¥tSiho objemu fidané alkalazy b tep-
lot¢ 65°C se zvySuje rychlost hydrolyzy kolagenovychivek, i kdyZz molarni hmotnost

vzorkl se podstathnentni.

Na zaklad vySe uvedenych pozorovani je mozno konstatovatydsost hydrolyzy $t-
vek @i dané teplat pifimo souvisi s aktivitou alkalazy, ktera se s teplateni. Graficky je
zavislost @innosti na teplat uvedena na Obr. 15 [28]. J&epné, Ze optimalni teplota pro
aktivitu alkalazy lezi mezi 55 a 65°CiiReplog 55 az 60°C astava po 10 minutovém
zahivani Zistatkova aktivita na 95 % aktivityapodni a pi 65°C je Zistatkova aktivita 80
az 85 %. H teplotach vySSicki niZzSich, nez je uvedeny interval aktivita alkglddesé
[27]. Fi pasobeni alkalazy po dobu 1 hodinki peplo€ 60°C je hodnota jejitstatkové
aktivity 80%, g zvySeni teploty na 65°C je po 10 minutach hodradistatkové aktivita
alkalazy jiz pouze 75% a po 20 minutach je to 5d@%statkova aktivita alkalazy po dobu
pusobeni jedné hodiny je pouhych 20%. ddStlalSimu sniZzovani aktivity tohoto enzymu
dochazi p teplot 70°C . Po 5 minutach je hodnotastatkové aktivity 5%, po 10 minu-
tach 25% a po 35 minutach jiz alkalaza nevykazyjerieu Zadnou. Z danych informaci
lze usoudit, Ze ip dlouhodobém fisobeni alkalazy, kdy z testovanych teplalamejvice
vyhovovat teplota 60°C, nebae stoupajici teplotou aktivita alkalazshemcasu vyraza

klesa.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

54

Influence of Temperature
on the activity of Alcalase

100%

Activity, %

20 40 60 BO
Enzyme concentration: 0056 Anson Units/1

pH: 82
Reaacrion Time O mirimes

Obr. 15 Grafické vyjagni zavislost
aktivity enzymu alkalazy na teptof27]

35000 -
30000 -
25000 - o
20000 - M

15000 -

M,, [g.mol ]

10000 - .
5000 - u

0 100 200 300 400
doba hydrolyzy [min.]

500

o 67
m 68




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Obr. 16 Grafické vyjéigni zavislost M na dols hydrolyzy u vzork ¢. 67 hydrolyzovaneé-
ho i teplot 70°C a vzork. 68 fi teplo€ hydrolyzy 65°C

6.3 Vzorky hydrolyzata kolagenu gripravené pri teploté 60°C

Vzhledem k pitbéhu zavislosti aktivity alkalazy na teptotivedené na Obr. 15 probihala
série vzork pripravenych p 60°C zangtena na sledovani moznosti jedale snizit
mnozZstvi pouzité alkaldzy pebné k rozkladu &wvek a vzorky byly fipraveny gisobenim
1,5ml €. 73), 1,0 ml & 74), 0,5 ml¢. 75 a¢. 76) a 0,25 mid. 77 a¢. 78) 1%-niho rozto-
ku enzymu. Obdolinjako pro gedchozi série jsou i pro tyto hydrolyzaty hodnotyldn-
nich hmotnosti shrnuty v tabulkach 16-21 a zavidibg na dok hydrolyzy je uvedena na
Obr. 18.

Tab. 16 Hodnoty hmotnostniho fiméru molarnich hmotnosti |\ ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu73. Teplota hydroly-

zy 60°C, mnoZzstvi 1% roztoku alkalazy 1,5 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol™] [g.mol ] M,/M, [min.]

73 1 Med 2000 7100 3,6 10

73 3 Tuhy 1700 4900 3 30

73 5 Tuhy 1700 6000 3,5 50

73 7 Tuhy 1800 5700 3,1 70

73 9 Tuhy 1700 5000 2,9 90

Tab. 17 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti ) ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu74. Teplota hydroly-

zy 60°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 1,0 ml.

Cislo Vzhled M, M. PD Doba hydrolyzy
vzorku vzorku [g.mol ] [g.mol™] Mu/M, [min.]

74 1 Med 1700 4900 2,8 10

74 3 Guma 1800 5600 3,1 30

74 5 Tuhy 2100 5700 2,7 50
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74_7 Keehky 1700 5700 3,6 70
74_9 Keehky 1600 5600 3,4 90

Tab. 18 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti |\ ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu75. Teplota hydroly-

zy 60°C, mnoZzstvi 1% roztoku alkalazy 0,5 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku Vzorku [g.mol™] [g.mol ] M,/M, [min.]

75 1 Med 1500 4400 2,9 10

75 2 Med 3300 8700 2,6 20

75 3 Med 3200 8800 2,7 30

75 4 Guma 2300 12500 5,4 40

75 5 Tuhy 2500 8200 3,3 50

75 6 Tuhy 4100 8100 2,0 60

75 7 Krehky 2500 9300 3,7 70

Tab. 19 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti ) ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu76. Teplota hydroly-

zy 60°C, mnozstvi 1% roztoku alkalazy 0,5 ml.

Cislo Vzhled M, M. PD Doba hydrolyzy
vzorku Vzorku [g.mol Y] [g.mol™] Mu/M, [min.]

76 1 Med 2800 10400 3,7 20

76 3 Kiehky 3800 9100 2,4 60

76 5 Kiehky 2500 7900 3,2 100

76 7 Kiehky 2500 8500 3,4 140

76 9 Kiehky 2400 8500 3,5 180

Tab. 20 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti )] ¢iselného piméru mo-
larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu77. Teplota hydroly-

zy 60°C, mnoZzstvi 1% roztoku alkalazy 0,25 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku Vzorku [g.mol™] [g.mol ] M,/M, [min.]

77 1 Med 1300 3400 2,6 20

77 3 Guma 1900 7400 3,9 60

77 5 Krehky 2900 10300 3,5 100

77 7 Krehky 1300 5700 4.4 140
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Tab. 21 Hodnoty hmotnostnihotpnéru molarnich hmotnosti |\ ¢iselného piméru mo-

larnich hmotnosti Ma indexu polydisperzity P vzorku hydrolyz&tu78. Teplota hydroly-

zy 60°C, mnoZzstvi 1% roztoku alkalazy 0,25 ml.

Cislo Vzhled M, M., PD Doba hydrolyzy
vzorku Vzorku [g.mol™] [g.mol ] M,/M, [min.]
78 1 Med 5500 18700 3,4 30
78 3 Guma 3900 13500 3,5 90
78 5 Krehky 3400 13100 3,9 150
78 7 Krehky 3700 11500 3,1 210
78 9 Krehky 3700 12000 3,2 270
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Obr. 17 Grafické vyjaekni zavislosti N, jednotlivych vzork pripravenych pi teplog

60°C na dob hydrolyzy

Vysledky analyzy vzonk této série ukazuji Ze velikost molarni hmotnostirolyzati ma

piimou souvislost s mnoZstvim alkalazy pouzité k bijgre a Ze sniZujici se mnozstvi

alkaladzy zfisobuje @ist My, . i porovnéni vzork ¢. 73,¢. 74 a¢. 75 (viz.Obr. 18) , které

jsou vSechny odebiranydasovych intervalech 10 minut bylo z{ifb, Zze u vzork ¢. 73 a
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5000 aZ 7100 g.mdl Mezi hydrolyzaty fipravenymi s 1,5 a 1,0 ml alkalazy v&ak rozdil
v molarnich hmotnostech neni. Nar hodnoty M, je mozno pozorovat az u vzorku75.
Zde byla alkalazafiana v mnozstvi 0,5 ml. Hodnoty Mydrolyzatu¢. 75 jsou obech
vy38i neZ u posledjmenovaného vzorku leZi v intervalu od 4400 azg@nol* . Dalsi
narist molarni hmotnosti Ize pozorovat u hydrolyzét 77 a¢. 78, které byly fipraveny
piidavkem 0,25 ml 1% -niho roztoku alkalazy a li&#yintervaly vzorkovani. Hodnoty M
leZely v intervalu 3400 aZ 12 600 g.iol vzorku¢. 77 a 11500 aZ 18700 g.rital vzorku
¢. 78. Mnozstvi alkalazy ovliwije i rychlost rozkladu #itvek. Ri pitidavku alkalazy 1,5 ml
za stélé teploty 60°C je doba rozkladu vZodsi 40 minut, i pridavku alkalazy o objemu
1,5 ml se prodluzuje na 100 minut a pro hydrolyzitigravené s 0,25 ml enzyndini do-
ba rozkladu az 200 minutfipadré k uplnému rozkladu &ivek nedojede. Vysledky této
casti studie nazraiji, Ze pro optimalni enzymaticky rozkladisek je potebné pi této
teplo€ pouzit alespi 1,5 ml 1% roztoku alkalazy, aby bylo dosazendgdm® nizké mo-

larni hmotnosti a doba hydrolyzy nebyla dlouha.

2 8000 - A A *73
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Obr. 18 Grafické vyjaieni zavislosti N, ha dol& hydrolyzy u vzork ¢. 73 (1,5 ml alkala-
zy), ¢. 74 (1,0 ml alkalazy) & 75 (0,5 ml alkalazy)ipteplo& hydrolyzy 60°C
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Souhrng je vliv mnoZzstvi alkalazy na dobu pebnou k Uplnému rozkladuistek vyjad-
fen na Obr. 18, ktery uvadi vysledky pro vSechingledované teploty. Vifpadech, kdy je
doba patebna k Uplnému rozkladuistek uvedena v tabulog 2 jako interval, naijklad

20 az 30 minut, je v grafu zanesena jajgdni hodnota, tedy doba 25 minut. Grafick4 za-
vislost ukazuje, Ze ve sledovaném teplotnim infervig mnozstvi alkalazy vyznamnym
faktorem pi hydrolyze a s rostoucim mnozstvim alkalazy dakliadu klesa. Zaroveje
vS8ak moZno konstatovat, Z&i peplo€ 60° a 65°C neni podstatny rozdil v dalezkladu

stiivek pouzije-li se mnoZstvi alkalazyigané jako 1% roztok v objemu 1,0 nebo 1,5 ml.
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>
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= 50 ° o ¢ A
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mnozstvi 1% roztoku alkalazy [mi]

Obr. 19 Grafické vyjaigeni zavislosti doby péebné k rozkladu svek na mnoZstvi 1%
roztoku alkalazy $ teplotach 70°C, 65°C a 60°C
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6.4 Souhrnné zhodnoceni distribuce molarnich hmotnostiydrolyzati
piipravenych pri sledovanych teplotach

Pro jednoduchy odhadiky distribuce u polymérje mozno s vyhodou pouzit index poly-
disperzity P, ktery je definovany jako pémhmotnostniho M a ¢iselného M priméru
molarnich hmotnosti. Zavislost hodnoty P na&doydrolyzy je pro jednotlivé sledované

hydrolyzaty graficky znazo#ma na Obr. 20-22.

U hydrolyzat pripravenych pi 70°C vykazovala hodnota P né&fsi variabilitu. Hodnoty
indexu polydisperzity se @dhto vzorki pohybovaly v Sirokém rozmezi od 2 az po hodno-
tu 12. U vzorkw. 61, ktery byl hydrolyzovanifdavkem 2,5 ml alkalazy a u kterého jako
jediného v této sérii dosSlo po 50 az 60 minutaclpkému rozkladu #tvek, byla hodnota
polydisperzity nejnizsi a pohybovala se v rozmekR® do 5. Pro hydrolyzatyipravené

s niz§im mnoZstvim alkaldzy, u kterycthbm hydrolyzy k rozkladu 8tek nedoSlo, byly
hodnoty polydisperzity relativinvysoke, coz ssdci o tom, Ze distribucetjpraveného hyd-
rolyzatu je Siroka. U této série vzarkebylo mozno jednoziiaé zhodnotit zavislost inde-
xu polydisperzity na dabhydrolyzy ani zavislost mezi indexem polydisperzt mnoz-

stvim gidané alkalazy.

14 -
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10 o 62
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o O XD X % + X 64
6 N [m] + A X 65
Cox + X +
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doba hydrolyzy [min.]

Obr. 20 Grafické znazoéni zavislosti hodnot indexu polydisperzity na ddlydrolyzy @i
teplot 70°C
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DalSi série vzork byla gipravena hydrolyzouipteplot 65°C. Na rozdil od sériefipra-
veneé i teplo& 70°C leZi v tomto fipact hodnoty P v relativhizkém intervalu a pro&t
Sinu hydrolyzai se pohybuji od 1.9 po 3.5. Ve srovnani se séifirgvenou pi teplot
70°C je rozmeziéchto hodnot nejen uzsi, ale jednotlivé hodnoty xudeolydisperzity
jsou i vyrazg nizSi. Zavislost hodnoty P na dobydrolyzy je znazorna na Obr. 21.
Z obrazku je #ejmé, Ze index polydispersity se vyrdzmeneni v zavislosti na fidaném
mnoZstvi alkaldzy. Tato skui@ost je v souladu s poznatky diskutovanyniiasti prace
tykajici se molarnich hmotnosti. Pro teplotu hygirgl65°C byly roviZz pozorovany nej-
niz8i hodnoty molarnich hmotnosti hydrolyzdDochazi tedy k nejefekti¢jsimu rozkladu
sttivek za vzniku hydrolyzatu s nizkymi molarnimi hmas$tmi a tzkou distribuci. U vzor-

ki této série je row¥ mozno pozorovat, Ze s prodluzZujici se dobou Hyrydandex poly-

disperzity mirg klesa

AOD ¢ #x 3
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doba hydrolyzy [min.]

© 68
o069
A 70
x71
X 72

Obr. 21 Grafické znazoéni zavislosti hodnot indexu polydisperzity na ddlydrolyzy (i

teplot 65°C

U vzorki hydrolyzati pripravenych pi teplo€ 60°C se hodnoty P pohybovalgt$inou

v rozmezi od 2 do 4. Index polydisperzigghto vzorki byl o néco vySSi nez u hydrolyza-
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ta pripravenych pi 65°C a interval ve kterém se hodnoty P nachabglyrovnéZ o réco
SirSi. U této série nebyla ro¥ihpozorovana Zadné spdhé zavislost indexu polydisperzity
na gidaném mnozZstvi enzymu. Zavislost indexu polydisipgma dok hydrolyzy nema
rovnéz jednoznany pribéh, u rekterych vzork index polydisperzity s prodluzujici se do-
bou hydrolyzy mirg roste (vzorkye. 75,¢. 76,¢. 77 ac. 78) , u kkterych naopak migh
klesa (vzorky. 73 a¢. 78). Zavislosti hodnot indexu polydisperzity sabs hydrolyzy je
znazorgna na Obr. 23. Skuteost, Ze vkteré vzorky byly Bhem hydrolyzy rozloZzeny

zcela a nkteré pouze&asténe hodnotu indexu polydisperzity neovlivnila
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Obr. 22 Grafické znazoéni zavislosti hodnot indexu polydisperzity na ddtydrolyzy @i
teplot 60°C

Z dané diskuze je tedygimé, Ze na hodnotu indexu polydisperzity stgako na hodnotu
molarni hmotnosti ma vyrazny vliv teplotaj gteré byly jednotlivé vzorky hydrolyzovany.
Jako giklad je uvedeno srovnani vzark. 67 a¢. 68, u kterych bylo pouZzito stejné mnoz-
stvi N-butylaminu, stejné mnozstvi alkalazy a obly bydrolyzovany téni stejnou dobu
(vzoreke¢. 67 po dobu 385 minut a vzorék68 po dobu 300 minut). Jedinym rozdilem zde
byla teplota hydrolyzy. Vzorek. 67 byl hydrolyzovan ip teplo&€ 70°C a vzorek. 68 (i
teplog 65°C. Porovnanim bylo zji&to, Ze u vzorka. 67 byla hodnota indexu polydisper-
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zity témei dvojnasobnda, nez tomu bylo u vzorku68. Toto zjisni Ize sledovat na Obr.
23.

¢ o o 67-70C
m 68-65C

0 100 200 300 400 500
doba hydrolyzy [ min.]

Obr. 23 Grafické vyjéieni zavislosti hodnot indexu polydisperzity na &blydrolyzy (i
teplo€ 70°C (vzorek. 68) a 65°C (vzorek. 69), v obou fipadech pouzity 2 ml alkalazy.

Na rozdil od pedchoziho fipadu, mezi hodnotami P u hydrolyzgiipravenych pi teplo-
tach 60°C a 65°C vyrazny rozdil nebyl. To Ize dokatovat na vzorcicli. 72 a¢. 73.
Tyto vzorky byly gipraveny i riznych teplotach hydrolyzy, vzorek 72 @i teplo 65°C
a vzoreké. 73 @i teplo# 60°C. Ri hydrolyze €chto vzorki bylo pouzito stejné mnozstvi
N-butylaminu, stejné mnozstvi alkalazy (1,5 ml)abd hydrolyzy byla shodna (90 minut).
Hodnoty indexu polydisperzity jsou u vzorku72 v rozmezi od 3 az 3,5 a u vzorku/3

jsou hodnoty indexu polydisperzity v rozmezi 2,8B& To je znazokmo na Obr. 24.
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Obr. 24 Grafické vyjaieni zavislosti hodnot indexu polydisperzity na @blydrolyzy i
teplo€ 65°C (vzorelké. 72) a 60°C (vzorek. 73), v obou fipadech pouzito 1,5 ml alkala-

zy

Vyznamnym faktorem, ktery ovliuje hodnotu indexu polydisperzity je tedy teplqté,
které u daného vzorku doslo k hydrolyze. dqchozim textu je uvédo, Ze ve sledova-
nych ¢asovych intervalech nebyldigeplotach 60°C a 65°C pozorovana vyznamna zavis-
lost mezi hodnotou indexu polydisperzity a dobodrbiyzy. To je vyjadeno porovnanim
vzorka ¢. 69 ac. 70, které byly hydrolyzovanyipteplot 65°C. Bthem hydrolyzy bylo
pifidano stejné mnozstvi alkalazy (2 ml) a stejné mhdAN-butylaminu (35 ml) a vzorky
se liSily dobou, po kterou hydrolyza probihala.byda u vzorkuc. 69 étyricet pst minut a

u vzorku¢. 70 devadesat minut. Z Obr. 26, ktery vyjgd grafickou zavislost hodnoty
indexu polydisperzity na déthydrolyzy @i teplo€ hydrolyzy Ize vyist, Ze hodnoty inde-
Xu polydisperzity jsou tési totozné, i kdyz doba hydrolyzy u vzorku 70 byla dvojna-

sobrg delSi nez u vzorku. 69.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

o © 69
m 70

O I I I I 1
0 20 40 60 80 100

doba hydrolyzy [min.]

Obr. 25 Grafické vyjageni zavislosti hodnot indexu polydisperzity na ¢élblydrolyzy @i
teplog 65°C u vzork ¢. 69 a¢. 70 (v obou fipadech pouzity 2 ml alkalazy)

Pfi hodnoceni $ky distribuce hydrolyzdit je vyhodné pouzit i distritimi kiivky, z jejichz
pribéhu Ize o znminé struktury sledovanych vzoitkvlivem pisobeni alkalazy ziskat vice
informaci, nez z indexu polydisperzity. Ob&ga moZnotici, Ze tvar distribtinich Kivek
zaznamenanych pro hydrolyzaty kolagenu vykazuggtéuspol€né rysy, kde hlavni pik
distribuce je doprovazetast&né separovanym, vedlejSim pikem v oblasti nizkycharol
nich hmotnosti. Dale lze z hodnoceni distéifich Kivek ucklat obecny zagr, Ze pro
vSechny vzorky bez ohledu na teplotu hydrolyzy abstvi fidané alkalazy se distribni
kiivky v zavislosti na dob hydrolyzy neéni. V nasledujictasti jsou podrob$i diskutova-
ny zmeny distribwnich Kivek zaznamenanych pro hydrolyzatyppavené pi sledovanych

teplotach.

Distribu¢ni kiivky vzorka pripravenych pi 70°C vykazuji zn&nou variabilitu. Tvar hlav-
niho piku se ®ni v zavislosti na mnoZstvitidané alkalazy a d@bhydrolyzy, avSak tyto
zmeény nejsou systematické. Prékiteré ze vzork je mozno zaznamenat hladky monomo-
dalni tvar hlavniho piku, pro¢které zase hlavni pikast&€né separovany, coZz nazhge,

Ze v daném vzorku se vyskytujigvyznamné populace makromolekul s rozdilnou molarni
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hmotnosti Tato skut@ost je ilustrovana na Obr. 26, ktery uvadkiady tvah distribw-

nich Kivek vzorki piipravenych pi této teplok.
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Obr. 26 Grafické srovnanfiznych tvafi distribuinich Kivek u vzorki ¢. 61 (mnozZstvi

alkalazy 2,5 ml)¢. 64 a¢. 65 (mnozstvi alkalazy 2,0 ml) hydrolyzovanydhtpplot 70°C

Kromé hlavniho piku Ize u této série vzérkzaznamenat iftomnost vedlejSiho piku
s maximem v oblasti molarnich hmotnosti mensichage2000 g.ma!, pro ktery je cha-
rakteristické, Ze #ni svoji velikost v zavislosti na dethydrolyzy. U vzork&. 61 (pouzito
2,5 ml alkalazy) , kde doSlo k uplnému rozkladiivek se jeho velikost s prodluzujici se
dobou hydrolyzy zmenSuje a po 25 minutach otiflas hydrolyzy Uplg vymizi (viz Obr.
27). AvSak nafiklad u vzorki ¢. 63,¢. 64 ac. 65 se velikost nizkomolekularniho pikg-m

ni v priitbéhu hydrolyzy zcela nahodn
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Obr. 27 Grafické znazo&ni zmeny distribwnich Kivek v pribéhu hydrolyzy u vzori ¢.
61 1 (doba hydrolyzy 5 minuty, 61 3 (doba hydrolyzy 15 minut)éa61 5 (doba hydro-
lyzy 25 minut) pipravenych pi teplo€ 70°C a pidavkem alkalazy 2,5 ml

Vliv mnoZstvi alkalazy na zému molarnich hmotnostitphydrolytickém rozkladu givek

Ize dol¥e dokumentovat na srovnéni distdhich Kivek vzorki ¢. 61,¢. 62 ac. 63 gipra-
venych hydrolyzou s 2,5, 2,0 a 1,5 ml alkalazayteplot 70°C (viz Obr. 28). Prezentované
distribuéni kiivky pati hydrolyzdtim ¢. 61 a¢. 62 odebranym po cca 15 minutach od po-
¢atku hydrolyzy. Vzorek. 63 odebrany v tomtéasovém intervalu nebyl k dispozici a pro-
to je pro srovnani pouzita distriéni kiivka hydrolyzatu jehoz doba hydrolyzynila 30
minut. Na obrazku je tetelrt vidét, Ze srostoucim mnoZstvim alkalazy dochazi
ke snizovani molarni hmotnosti. O tomédsi postupny posun distrilbnich Kivek do
oblasti s niz§imi molarnimi hmotnostmi, tedy isrpodilurettzci s nizSi molarni hmot-
nosti na ukoretzci s molarni hmotnosti vyssi. Vzorék63 hydrolyzovany s nejmensim
mnoZstvim alkalazy, ifies nejdelSi dobu hydrolyzy, vykazovdltpmnost nejétSiho podi-

lu makromolekul s vy§§imi molarnimi hmotnostmi.
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Obr. 28 Grafické znazoéni distribienich Kivek u vzorki ¢. 61 (mnozstvi alkalazy 2,5
ml), ¢. 62 (mnoZstvi alkaldzy 2 ml) & 63 (mnoZstvi alkalazy 1,5 ml¥ipravenych pi
teplot 70°C

Pro vSechny hydrolyzatyiipravené p 65°C je charakteristickd monomodalni distribuce.
Distribu¢ni kiivky vSech vzork z této série si jsou vzajetnelmi podobné adhem pro-
dluzujici se doby hydrolyzy se jejich tvar vyrézmeneni. RovréZz u této série jeiejma
piitomnost nizkomolekularniho piku, ktery je vSaksvevnani se vzorkyijpravenymi pi
70°C podstatti menSi. Bez ohledu na absolutni velikost nizkomdéakiho piku Ize po-
zorovat, Ze pik je nefSi vzdy u prvniho vzorkovani aceem hydrolyzy se postupn
zmen3uje. U vzork¢. 69 ac¢. 70 hydrolyzovanych s 2,0 ml alkalazy, kde vzorkoivpro-
bihalo po 10 a 20 minutach doSlo k vymizeni nizkekalarniho piku shodnpo 30 minu-
tach. U vzork ¢. 71 ac. 72, kde bylo mnozstvi alkalazy snizeno na 1,5hyla tato doba
delSi. Jako fiklad je uvedeno srovnani distrimich kivek vzorku¢. 71 (viz Obr. 29).
Vyjimkou je vzoreke. 68, kde neni nizkomolekularni pikitomen wibec (viz Obr. 30). To
lze vyswtlit skutecnosti, Ze prvni odis vzorku prokshl v tomto gipadct az po 60 minutach
od zaatku hydrolyzy a podminky hydrolyzy, jak teplot&k tannoZstvi pouzité alkalazy,
byly ptiznivé.
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Obr. 29 Grafické znazoéni distribienich Kivek u vzorki ¢. 71_1 (odebrany po 20 minu-
tach),¢. 71_3 (odebrany po 60 minutach),71_5 (odebrany po 100 minutach§.asr1 9
(odebrany po 180 minutach) hydrolyzovanychtpplot 65°C a pidavkem 1,5 ml alkala-
zy.
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Obr. 30 Grafické znazoéni distribiénich Kivek u vzorki ¢. 68 1,¢. 68 3 &. 68 _5 ode-
branych po 60, 180 a 300 minutadtippavenych pi teplo& 65°C, gidavkem alkalazy 2

ml



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

U série vzork pripravenych pi teplo 60°C Ize opt pozorovat vySe uvedeny trend, a to
Ze nizkomolekularni pik je neji&i pii prvnim odkEru a s prodluzujici se dobou hydrolyzy
se postup& zmensSuje. Porovname-li velikost nizkomolekularngtiou u hydrolyzat pii-
pravenych fi 60 °C se vzorky hydrolyzovanymiig5° , je Zejmé, Ze velikost nizkomole-
kularniho piku vzrostla. Obeége mozno konstatovat, Ze nizkomolekularni pikggmen-

Si v piipadt hydrolyzaf piipravenych s vy$Sim mnozstvim alkalazy, ktegdyra této série
nejnizsi molarni hmotnost a kddigka byla nejlépe rozloZena. Tvar hlavniho pikwie

dobny jako u vzork hydrolyzaty gipravenych pi 60°C.
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Obr. 31 Grafické znazoéni distribiénich Kivek u vzorki ¢. 73_1,¢. 73_3 a&. 73_9 ode-
branych po 10, 30 a 90 minutach, hydrolyzovanyiihtgplo€ 60°C, gidavkem alkalazy
1,5 ml

Je Zejmé, Ze velikost nizkomolekularniho piku souvikbmbinaci efektu délky hydroly-
zy, mnozstvi alkalazy a teploty. Jehigtpmnost by mohla mit souvislost se skutesti, Ze
ke vzorkovani dochazi z heterogenniho systému, tggéik jsou fitomna nerozlozena
sttivka a kde by mohlo dochézet kgadvetnimu rozkladu nestabilnich koncovyeéasti ko-

lagenovych molekul, které jsou nejvice nachylnéegrddaci. V sotasné dob nebyly
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vzhledem k omezenyrasovym moznostem podniknuty Zadné kroky k ideraidikohoto

piku.
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ZAVER
Diplomova prace se zabyvéa sledovanimémmmolarnich hmotnosti a distribuce molarnich

hmotnosti u vzonk hydrolyzati pripravenych enzymatickou hydrolyzou kolagenovych

stiivek.

Teoretickatast prace je zathena na popis kolagenu, jeho struktury, vliastnostf@né se
vénuje charakteristikdm kolagenovych hydrolyzdDale se zabyva jednotlivymi typy hyd-
rolyzy, kdy je pozornost dnovana hydrolyze enzymatické. Posledni kapitolaetezké

¢asti je ¥novana metogiGPC.

Experimentalnicast diplomové prace je za&mena na diskusi a hodnoceni hmotnostnich
praméra molarnich hmotnosti ) indexu polydisperzity P a fdo¢hu distribitnich Kivek
ziskanych pro jednotlivé vzorky hydrolydanetodou GPC. Je zde rasmstriené charak-
terizovana vychozi surovina, kolagenovéiviéia. Enzymaticky rozklad 8tvek byl prove-
den za #iznych podminek, kdy sefipsamotné hydrolyze #mily nasledujici pronné:
mnoZstvi enzymu alkalazy, teplota a doba hydrolyzgdnota pH byla u vSech pokus
konstantni a pohybovala se v optimalni alkalickéasto Hydrolyzované vzorky byly na-
sledré charakterizovany pomoci GPC. Z vyslédkteré jsou diskutovany v experimentalni

¢asti je mozno tinit nasledujici obecné zény:

e uvzorki, které byly pipraveny pi teplot 70°C, nedoSlo k Uplnému rozlozenii-st
vek. Pouze vzorek, ktery byl hydrolyzovan za pduZi ml 1% roztoku alkalazy se

rozlozil ¢ast&né a doba rozkladuinila 50 az 60 minut

» u vzorki, které byly pipravovany pi teplotach 65°C a 60°C, doSlo k uplnému roz-
kladu stivek a doba paebna k jejich rozloZeni byla zavisla na mnoZstiiané
alkalazy a tepl@t Nejrychleji byla rozloZena idvka hydrolyzovana ip 65°C za

pouziti 2,0 ml 1% roztoku alkalazy, kdy doba rozklginila cca 30 minut

* u vzorki hydrolyzovanych p teplo€ 70°C se hodnoty molarnich hmotnosti stano-
venych jako M, pohybovaly v Sirokém intervalu od 5700 g.fhalo 54000 g.mat.
Obecre byly hodnoty M, téchto hydrolyzai vySSi ve srovnani s molarnimi hmot-

nostmi vzork: pipravenych pi ostatnich sledovanych teplotach

* hodnoty M, stanovené pro vzorky hydrolyzovan# feplotach 65°C a 60°C jsou

ve srovnani s hodnotami Mvzorki pripravenych pi 70°C nizSi. Molarni hmot-
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nosti hydrolyz&i piipravenych pi 65°C leZely v intervalu 4100 g.mblaZz 7900
g.mol* a fi 60°C v intervalu od 4900 g.nidldo 18700 g.mat

* hodnoty indexu polydisperzity P lezi u vzbrlpiipravenych pi teplo€ 70°C
v Sirokém rozmezi (od 2 do 12) Vysoké hodnoty B agznamenany pro vzorky, u
kterych nedoslo k rozkladuistek a s¥dci o skut€nosti, Ze distribuce molarnich

hmotnosti &chto vzorki byla Siroka

* u vzork pripravenych p teplo€ 65°C a 60°C se hodnoty indexu polydisperzity
pohybuji v niZSi oblasti a jejich rozmezi je poti®tanensi. U vzork piipravenych
pii teplo€ 65°C se hodnoty pohybovaly hodnoty P v rozmezil@do 3,5 a u
vzorki pripravenych pi teplo€ 60°C se hodnoty pohybovaly v rozmezi od 2 do 4

* nantiené vysledky ukazuji, Ze molarni hmotnost a ryadhtogkladu jednotlivych
vzorki hydrolyzatu Ize vyrazh ovlivnit teplotou, pi které hydrolyza probiha a

mnoZstvim pidaného enzymu alkalazy

Z vySe uvedenych dilch za¥ra je mozno konstatovat, Ze v rozsahu sledovanyctmpod
nek, probihala hydrolyza odpadnich kolagenovytivest nejlépe fi teplo 65°C za pou-
Ziti 1,5 az 2,0 ml 1% roztoku alkalazy. Za tétaade byla hmotnost ziskanych hydrolyzat
nejnizsi, vzorky mily dzkou distribuci molarnich hmotnosti a doba tedk hydrolyzai

byla nejkratsi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

Ala
Arg
Asp
C
Gly
Hyp
Ka
Ks
Kn
Ky
Mcpc

m;

Mn
Muw

Ni

AP
Phe
Pro

Ser

Thr

\Y,

Alanin

Arginin

Asparagin

Koncentrace

Glycin

Hydroxyprolin

Disocia&ni konstanta slabé kyseliny
Disociani konstanta slabé zasady
Konstanta hydrolyzy

lontovy souin vody

Molarni hmotnost odpovidajici éinimu objemu maxima chromatogramu
Hmotnost frakce i

Molarni hmotnost frakce

Paietni Ciselny) piimér molarnich hmotnosti
Hmotnostni pkmér molarnich hmotnosti
Paet castic i-tého druhu

Index polydisperzity

Diferenciélni tlak

Fenylalanin

Prolin

Serin
Cas

Treonin

Objem
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VR
Wi
W,
Xi

Mo

Reterini objem

Hmotnostni koncentrace frakce i
Hmotnostni zlomek frakce i
Molarni zlomek frakce

Viskozita rozpougdla
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