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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva modifikaci staré voltametricgkétody, ktera
byla vyuZita pro stanoveniiettzové hmotnosti hydrolyzatu kolagenu.
JelikoZ se hydrolyzéat kolagenuipava nap. do sngsi pro vyrobu folii, byla
oblast zkoumani rozBéna o polyvinylalkohol a Xanthan. Tyto latky take
tvoif komplex s C@* a stanoveni rusi. Z poznaitlbyla ziskdna nova metoda
stanoveni &chto vybranych latek. Tato metoda je velmiepnda, ale neni

selektivni.

Kli¢ova slova:

Diferen¢né pulsni voltametrie, hydrolyzat kolagenu, polyvialjkohol,
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ABSTRACT

In this work is dealt with old voltammetric methodyhich was
utilized for determination of chain weight of hydysate of collagen.
Hydrolysate of collagen is adding to e.g. plastibnf Therefore the area of
investigation was expanded about polyvinyl alcohemid Xanthan. These
matters also form complex with Cu(2+) and the deration is upset. There
was obtain new method of determination of thesetsrat This method is

very specific, but is not sensitive.

Keywords:

Differential pulse voltammetry, hydrolysate of cafjen, Xanthan,

polyvinyl alcohol, copper, DPV, PVA



Na tomoto mist bych chtla podtkovat vedoucimu své diplomové
prace Ing. Josefu Houserovi, Ph.D. za odborné véde¢cné gipominky a
trvaly zajem pi vypracovani diplomové prace. Dale bych é&llat podkovat
Ustavu inzenyrstvi ochrany Zivotniho prosti za poskytnuti zazemi pro

vypracovani této prace, stegjnak mé diky pati celému kolektivu.

ProhlaSuji, Ze jsem na celé diplomové praci pradaveamostaté a

pouZzitou literaturu jsem citovala.

Ve Zlin¢ 26.5.2006

Podpis diplomanta



WAV ] o T 8
| TEORETICKA CAST oot 9
1 HYDROLYZAT KOLAGENU ... ..ottt 10
1.1 A /13 V0 13 S 10
0 S Wo V4 =1 N 10
IO T = o YU b4 s o 10
1.4 STANOVENT cet ettt et e 11
2 POLYVINYLALKOHOL ..ottt 15
2.1 VLASTNOSTI A POUZ T ittt ittt ettt et e e ettt et ee s 15
S NTo 17 =1 T 16
3 XANTHAN Lo 19
3.1 VY SKYT A STRUKTUR A 1ttt ettt et e et ettt ie e eees 19
3.2 A /13 V0 13 S 19
IR IS N1 1V7 =1 N 20
A M D 21
4.1 VY SKY T A VY RO B A ottt ettt ettt et ettt eeaaas 21
4.2 VLASTNOSTI A POUZ T ittt ettt et et e e et ee s 21
4.3 STANOVENI ...ttt ettt e e 22
5  ZHODNOCENI LITERATURY ..ouiiiiiiii e 25
I PRAKTICKA CAST i 26
6 EXPERIMENTALNI CAST ..ot 27
6.1 CHEMIK A LIE ottt ettt ettt et e e et et e e e e et e e 27
6.2 PRISTROJIE A ZARIZENT .ttt ittt 28
6.3 CHARAKTERISTIKA ANALYZOVANYCH VZORK U.uuiiiiiiiiiiiiineeineennnn, 29
6.4 ROZTOKY A JEJICH BRIPRAVA ittt eas 29
6.4.1 ZAakladni elektrolyty ..o 30
6.5 PRA C OVNT POSTUP Y ittt ettt 31
7 VYSLEDKY A DISKUZE ... coitiiiiie e, 34



7.1 VLIV PROSTRED 1ttt ittt s ettt ettt ettt et e e et e e e eeen 35

7.2 VLIV HYKOLU t ittt ettt e e et e e e et e e e e et e e e e e e e e e e ennnees 40
7.3 VLIV POLYVINYLALKOHOLU tuuttiiteeeiiiteeee e eiieeee e enieeeeeannnnens 44
T4 VLIV XANTHANU Lottt et e e e e e e e et e e et e e e e e aaaeens 46
7.5 ANALYZA VZORK U 1 tttittiiiiittttttteaaaaa et aeaaaa e aaeeeees 48
7.5.1 Stanoveni KONCeNtrace ........ooiiiiiiii oo 49
7.5.2 Stanovenfetézové hmotnosti peptid.............c.oovviiiiiiinnn... 51
ZAV B R . 56
SEZNAM POUZITE LITERATURY .ttt 57
SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK ...ovviiiiiiiiieieen 60
SEZNAM OBRAZK U ..o 61

SEZNAM TABULEK. .. e 63



UTB ve Zliné, Fakulta technologick& 8

UvoD

Téma Zivotniho prosedi se stdvd novym komple&$im pohledem na
svét oproti pohledu minulosti. Elve byl vyzkum zamien na hledani novych
postum a strategii, které nam maji zlepSit, usnadnit aijgmnit Zivot
bez ohledu na okoli. S novymi objevy vSak vyvstaleazka, do jaké miry
nové technologie n4s Zivot ovhiwuji a zda pod vidinou obrovskych zigk

dokazeme zachovat 8wi pro dalSi generace.

Odpowdi ndm miZze byt rozvoj analytickych metod, které jsou
sowasti kazdého procesu. UZzirgdvyrobni a vyzkumné etapy se bez
presnych analyz neobejdou a i do pravniho ptedi pronikaji zavazky
plynouci z Echto aspeki. Za pozitivni gistup miZzeme také povazovat
zmény na Zebicku hodnot posouzeni kvality. lipsto Ze finatni strAnka méa
zatim své prvenstvi, druhé misto pomalu a snadsijiobsazuje vliv na

¢lovéka a Zivotni progedi.

Proto se v 21. stoleti ¢decky zajem stale intenzié¢fi soustedi
na hledani novych material jejichz vlastnosti budou I|épe vyhovovat
ocekavanym ekologickym, strategickym a ekonomickynrakd@m. Hlavnimi
kritérii jsou biologicka rozlozitelnost, nevgrpatelnost a také se
upifednostiuje prirodni charakter f&d syntetickym. Mezi takové latky pat
mimo jiné ty, na #Z se zamifuje tato prace — tedy hydrolyzat kolagenu

xanthan a polyvinylalkohol.

Dosavadni vyzkum uvedenych polynievyjma PVA se zabyval spiSe
stanovovanim jejich vlastnosti, nikoli jejich kvatdtivni analyzou, kteréa je
nepostradatelnym fedpokladem pro vhodné uzitiéahto latek nap.

v potravingdském, obalovém nebo stavebnimipryslu.
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1 HYDROLYZAT KOLAGENU

1.1 Vlastnosti

Hydrolyzat kolagenu se ziskdva dvoustopou hydrolyzou
chromaiinénych postruzin katalyzovanou proteolytickymi  enzymy
(alkalazy). Hlavni vyhodou tohoto procesu jsou rdzkeakni podminky,
dané maximélni teplotou 80°C, alkalitou &m o pH v rozmezi 8-9 a
atmosférickym tlakem. Vznikly produkt (hydrolyzase odpai a pouziva se
jako suchy, ve form bilého prasku, nebo jako 30-50% roztok. Mnozstvi
chromu ve vzniklém produktu dosahuje hodnot 20-3@.git. Na trh je
dodavan pod obchodnim oz¥enim Hykol E [1]. Jednd se ofipodni
nizkomolekularni sms oligopeptidi. Z hlediska aerobniho biologického
rozkladu ve vodném a uggnim prostedi se jednd o snadno biologicky

odbouratelnou latku s minimalnim dopadem na eko&ysi2].

1.2 Slozeni

Hykol E obsahuje cca 95% suSiny
cca 10% dusiku
cca 8% popele
MH = 10 000-16 000

NejveétSi procentualni zastoupeni z aminokyselin v tomidkovinném
hydrolyzatu ma glycin (33,0%), prolin (12,5%) a hgdyprolin (10,0%).

1.3 Pouziti

30-50% roztok hydrolyzatu lze pouzit :

- jako dusikaté organické hnojivo

- spolu s fosforem a draslikem jako NPK hnojivo

- k modifikaci aminoplagt

- na vyrobu biodegradabilnich félii
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Praskovy produkt lze vyuzit :

- jako stabilizator tuhnuti
- jako prisadu k sadrovym a betonovym &sim pro modifikaci reologickych
vlastnosti [3]

Hykol se ve smsich s PVA pouziva i jako modifikator, zlepSujici
biodegradani vlastnosti. Do wtité miry zlepSuje mechnické vlastnosti a je
vhodny také z dvoda ekonomickych. Pokud je ovSemiigan ve vySSi
koncentraci, zpsobuje problémy &hem vyrobniho procesu, nebaochazi

k nanistu viskozity v tavenia [4].

1.4 Stanoveni

Stanoveni volnych NK skupin

Zjistovani bilkovinného podilu pomoci stanoveni volnydiH,
skupin provedli autti [5] u folii PVA/hydrolyzat kolagenu. Jedna se o
reakci s ninhydrinem nebo s kyselinou 2,4,6-trinkhenzensulfonovou.

Reakce séidi praviEpodobreé t¢mito rovnicemi:

OH NH, C H 0
N/ | - O\C< R_<+ CO, + NH
/C\ + R—CH—CoOH / OH H
o OoH co

O NH,*

|
OH CO,
“ \c/ N >;H OH e C\C.NZC/CO + 3H0
co/ \OH co | / o
CcO (2)

Latky s volnou aminoskupinou poskytuji s ninhydrimemode az

(1)

fialovée zbarvené kondenzai produkty, fzného odstinu i intenzity
stanovitelné spektrofotometricky. Vyjimku v barvtvoii pouze prolin a
hydroxyprolin. Reaguji s ninhydrinem za vzniku #dbo kondenzéniho

produktu:

TH
C

co N
\C=C/ \c—c<
/ \ / CO
co H,C——CH-R

(3)
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Do malych zkumavek se odpipetuje 1 ml vzorku a M5
ninhydrinového ¢inidla. Zkumavky se vloZzi na 15 minut do vrouci vdd
lazn¢. Poté se zkumavky ochladi a jejich obsah sedz 5 ml 50% ethanolu;

v piipad ptilis intenzivniho zbarveni i &Si objemem.

Intenzita modrofialového zbarveni se préih pii 570 nm proti
slepému pokusu — destilované wodJako kalibr&ni standard se pouZzZiva

L-leucin.

Kapilarni elektroforéza

Jinou metodou stanoveni kolagenu a jeho hydrolyzatopsali B.
Vallejo-Cordoba a kol. [6] ve své praci, kde sleadbivpravost masnych
vyrobkia. Mimo popisu DNA jednotlivych druln masa se také zatli na
uréeni mnozstvi kolagenu, ktery sé&igava do vyrobk jako nadstavovadlo.
Podle mnoZstvi tohoto kolagenu rozhodovali o auitgitd produkti. Velké
mnoZzstvi kolagenu v masnych produktechuza indikovat pitomnost

vétSiho obsahu masa horsi kvality.

Kolagen obsahuje zraé mnoZzstvi hydroxyprolinu a podle tohoto
mnozstvi utovali mnozstvi kolagenu ve vzorku. Pro stanoveniupid
micelarni  elektrokinetickou kapilarni elektroforézu Aminokyseliny
z hydrolyzované tkah byly ,oznateny” pomoci dvoukrokového procesu, kde
v prvni fazi probiha reakce s o-ftalaldehydem k nfdabvani priméarnich
amini a nasleda jejich vysrazeni v kyselém prastdi. V druhém fazi pak
reaguji iminokyseliny s fenylisokyanatem. Takto eZzené latky se nechaji
snadno stanovit elektroforézoufipemz ,zna&kovaci“ metoda je rychla a

detekce hydroxyprolinu je srovnatelna &bymi metodami.

Polarografie

Podle Bu@Sinského [7] aminokyseliny a peptidy vyivi s mnoha
dvojmocnymi kovy komplexy analogické &fnatym komplexm (4).
NejvysSi konstanty komplexity maji komplexy tutnaté, mdnaté,
beryllnaté, nikelnaté a zikeaté. Orientanimi pokusy vSak zjistili, Ze pro

stanoveni aminokyselin maji ngjtdi vyznam komplexy fd’ naté.
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-
S
__=C—NF, 0o—Cc—0 (4)
HN—C/ T _____ t \C/_C —0
S Iy /
Cul2 ‘\o/ \ /C%—N\H
C 2/ICu—0
7\ (5)

/N (6)

Z chovani peptid za podminek stanoveni aminokyselin je mozno
predpokladat, Ze #d’naté kompleky peptitl maji strukturu znazormou
vzorcem 5. Ze vzorce je patrno, Ze komplexotvorngstéptidi je tu

podmirtna sterickym uspi@danim ifetézce a specifickou nukleofilnosti

>

=~ - __ -
dusiku a kysliku v koncovych skupinéch/N H a —C—2l0

. N-acylace
vede téndi k uplnému potlaeni komplexotvornosti aminokyselin a pepiid
K vysvétleni tohoto jevu lze fedpokladat ovliviéni karbonylové skupiny
elektronovym mechanismem znazénym schématem 6. U neacylovanych
peptidi by byl takovyto elektronovy posun potlavan nukleofilnosti

koncové aminoskupiny.

Tyto méd'naté komplexy lze vyuzit mimo jiné ke stanovemwitézove
hmotnosti peptid [8]. To je, podob® jako stanoveni jodometrické (viz
stanoveni PVA) zaloZzeno naigevedeni midi z nerozpustné suspenze do
rozpustnych mdnatych komplex a stanoveni takto komple¥nvéazané
medi. V boraxovém prosedi o pH=9,2 vznikaji komplexy peptid které
maji vzhledem k madi pomér 1:1 a komplexy aminokyselin s molarnim
pomérem prevazre 2:1. Na tomto zakla#l je mozno interpretovat vysledky
namgrené koncentrace &li v hodnotach molarni koncentrace pepitid po
hydrolyze na volné aminokyseliny &it molarni koncentraci aminokyselin.

Podil obou koncentraci potom vyjade piimym zpisobem fetézovou
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hmotnost peptidu. Tak se metoda stava jednoduchmlysickou zalezitosti.
Meéd Jje mozno stanovit spektrofotometricky, polarogckly nebo

chelatometrickou titraci.

Vzorek rozpusiny ve vod se smicha se suspenzi fosfomanu
médnatého. Po prdepani a stani 5 minut se suspenze balditt odebere se
supernatant affpda se kyselina chlorovodikovajedény amoniak a nasyceny
roztok sticitanu sodného, 0,5% roztok Zelatiny, promichad sen&i se
na polarografu na vzduchu od 0,2 do 0,8 V. U téhabrku se provede
hydrolyza s koncetrovanou kyselinou chlorovodikowzatavené ampuli 18
az 24 hodin pi teplott 110°C. Po ochlazeni se odjpado sucha a
destilovanou vodou se doplIni na@avyodni objem. Tento roztok se tak&epe
se suspenzi fosfotmanu nédnatého a dalSi postup je stejny jako Mpgmd

vodného roztoku vzorku.

Sowasnt se vzorkem je nutné provést slepy pokus s roztokem
obsahujicim vSechny chemikalie krémzorku, aby se korigoval obsahénhi

v produktu rozpustnosti sanaté suspenze a pouzitych roztocich.

Popsana metoda se asi¢ila pro rozpustné peptidy o malé azedni
molekulové hmotnosti. Nedokaze rozliSovat mezi d¢pdem a
aminokyselinou, protoze @blatky rozpusti stejna mnoZstviéai. Postup je
rychly a jednoduchy, velmi vhodny pro technologickéudie i vyzkumné

prace.
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2 POLYVINYLALKOHOL

2.1 Vlastnosti a pouziti

TCHZ—CIHT
OH [ N
(7)

Polyvinylalkohol (PVA) je ve vod rozpustny polymer, vyra&my
hydrolyzou polyvinylacetatu [9]. Zatimco rozpusthnoge vo® se u PVA
zvySuje se snizovanim molekulové hmotnosti, stdhili protazeni,
strukturalni pevnost a flexibilita se naopak se usmnjici molekulovou
hmotnosti zvySuji. Povrchové né&gh PVA roztoki se néni s koncentaci,
stuprem hydrolyzy a s molarni hmotnosti. PVA vykazuje dob adhezi

k hydrofilnim materiahm.

PVA je oxidovan peroxidem vodiku, kyselym roztokesichromanu
draselného, dughanem cerditym a jodistanem. Botna v polyhydrickych
alkoholech, zejména za vysoké teploty. Je odoldyiwhlovodikim (v¢etné
benzinu), chlorovanym uhlovodikn, alkoholu, acetonu, estien

karboxylovych kyselin, rostlinnym a zZi¥eSnym tukim a olefim.

Malé koncentrace silnych kyselin a zasad PVA z okzt nevysrazi.
AvSak u PVA,¢aste&n¢ hydrolyzovaného ve vodném roztokunbe pridavek
silné kyseliny nebo zasady @&gobit zvySeni stuph hydrolyzy. Za
extrémnich podminek pH se hydrolyza ukope. Uplré hydrolyzované
vzorky PVA jsou v podst&t neovlivnitelné hodnotou pH. PVA #ie
absorbovat velké mnoZstvi vody.#iPvy8Sich koncentracich reaguje s

vodnymi alkaliemi za vzniku gél

Ve své struktie vzdy obsahuje pro#&mlivé mnozZstvi acetatovych
skupin, které mohou zgaé ovlivnit jeho vlastnosti. PVA je odolny i&i
abiogennim degradaim procedm. V suchém stavu je odolnyavi plisnim i

bakteriim, ale jeho vodné roztoky podléhaji mikralmi degradaci.

O PVA byl nedavno projeven @povny zajem diky vyrob ekologicky

neskodnych plasit Vlastnosti vyrobk z PVA zaviseji na vlastnostech a
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strukture polymeru slouzici k jehofppravw. Stupeé hydrolyzy se obvykle
pohybuje v rozmezi asi od 79 do 99% [10]. AplikaP&A v praimyslu
mohou byt rozdleny do €chto hlavnich skupin: obalové materialy,
adheziva a folie. Rozlozitelné vyrobky zaloZzené bazi PVA se mohou
nachazet v proseédi aniz by mily vliv na integrovany systém zpracovani
odpadi. Zakladni vlastnosti échto smési zavisi na stupni polymerace,

stupni hydrolyzy, distribuci hydroxylovych skupikrystalinit¢ PVA [11].

Modifikovany polyvinylalkohol

PVA jako pongrné¢ rozSieny polymer byl modifikovan fradou
ptirodnich polymeit jako je odpadni Zelatina, cukrovétina, Skrob atd. a
syntetickych latek naip kyselinou poly(3-hydroxymou). Tyto latky se
pouzivaji ve smsich s PVA nejen jako plnivo, ale také jako mod&thkry

zlepSujici biologicky rozklad viznych inkub&nich podminkach.

2.2 Stanoveni

Turbidimetrie

V minulosti bylo popsano ¢&kolik stanoveni polyvinylalkoholu.
Jednou z nich je i analyza s vyuzitim turbidimetfie2]. Nefelometricka
metoda byla pouzita ke stanoveni PVA vipryslovych roztocich. Prvnim
krokem je oxidace PVA siebytkem KMnQ v pritomnosti HCI za zvySené
teploté, kdy vznika stald suspense. Oxthd parametry {as, teplota,
koncentrace HCI a po#mn polymer-KMnQ,) byly optimalizovany a stabilni a
reprodukovatelna suspense byla ziskana faémim roztoku po dobu
15-20 minut @i teplott 90°C s 2-4nasobnymipbytkem KMnQ. Druhym

krokem pak bylo samotné gheni stupi zakalu.
Tento postup byl aplikovan pro monitorovani palikde se PVA
pridava jako gelani cinidlo.

Spektrofotometrie

Polyvinylalkohol spolu s jodem a kyselinou borito@aguje za vzniku

komplexu modrého zbarveni, jehoZ intenzita je z&visa koncentraci [13].
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Do 50 ml odmérné baky s pipetuje pislusné mnozstvi vzorku a
doplIni se do 25 ml destilovanou vodou. Vznikly roktse promicha. Poté se
piidd 15 ml kyseliny borité (40 g/l), 3 ml roztoku da (pripraveného z
12,7 g jodu a 25 g Kl v litru v uvedeném ifaali) a doplni se destilovanou

vodou po rysku.

Absorbance se #fi pii 658 nm [14]. Detekni limit je 2 nebo 5 mg:f
nebo v gitomnosti kyseliny glutarové a? 0,02 md,| ktery je ovlivren
interferenci Skrobu, ktery se poji s PVA a stanoiverusi gfedchazetasow

naraina hydrolyza.

Polarografie

Polarografické stanoveni popsali atito[13], kde PVA vytv&i
komplex s Ca*. V uhligitanovém pufru se vzorek obsahujici minimé&ln
10ug PVA méfi v rozsahu potencialu od 0 mV do -500 mV. Siln
alkalickou oblast autio zvolili, protoze Cd* komplexy @i vy$&im pH jsou
odoln¢jSi proti redukci &chto komplexi pti stanoveni. Jako standard pro
kalibratni  kéivku  jim  slouzil ¢isty PVA (MH=85 000-146 000,
hydrolyzovany z 87-89%). i nizkych koncentracich PVA vysledky tou

ovliviiovat nag. Na“, K*, CI', SO,* ionty a dalsi.

Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstvou chromatografii I1ze stanovit PVA poduhit silikagelu
nebo Kemeliny jako stacionarni faze [15]. Pro stanovenimmci silikagelu
se pidava roztok propanol-voda (1:1) jako vyvijeci sbtama s tim, Ze
nezalezi na stupni polymerace polyvinylalkoholu aai stupni saponifikace.
Detelkeni limit uvadéji 0,03 pg. Pro chromatografii s pouzitimi&meliny se
pracuje v systému flemelina-HCIQ™ (HCIO, je 30%). Zde také nema vliv

stuper polymerace, ale byl zjigh vliv saponifikace.

Size exclusion chromatoqgrafie

Metoda analyzy PVA v polymernich mik&ésticich zahrnuje Uplné
rozpuSeéni mikrocastic a uvoldni enkapsulovaného PVA, ktery je naslédn

rozpuSEn v horkém vodném roztoku. Analyza vzorku je zakena size
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exculusion chromatografii dopénou evaporative light scattering (ELS)
detektorem. Vysokou navratnost a#itgl6] pozorovali na malém mnoZstvi
vzorku s dete&nim limitem v rozsahu od 0,8 do g na kolor, v zavislosti

na pouzitém detektoru.

Prace popisuje stanoveni PVA ve vzorcich PLGA
(polyDL-laktid-co-glikolid), kde se PVA pouZiva jak ptisada pi vyrobé
kopolymeru a jeho mnozZstvi dde ovlivnit pribéh procesu. Zkoumany
vzorek pipravili rozpuStnim 50 mg PLGA v acetonitrilu michanim a
ponarenim do ultrazvukové l|azn Pak k roztoku pdali roztok
trifluorooctové kyseliny za zvySené teploty. Postédazi pgipravy vzorku
bylo jeho pgefiltrovani ges PFTE filtr a vysuSeni. Pokud vzorek obsahoval

jen stopové mnozstvi PVA, byla jeho koncentrace&atya na 0,1-0,3% w/w.

Vyhodou této metody je nizka koncencentrace PVAgrktmize byt
stanovena s minimalni interferenci. Postup je velmidnoduchy a lze ho

pouZzit pro Sirokou Skalu polymernich matric.
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3 XANTHAN

3.1 Vyskyt a struktura

Producentem extracelularniho Xanthanu jsou baktérimdu
Xanthomnas (nejcast€ji se primyslow vyuzZiva Xanthomnas campestris)
[17].

Hlavni ftetézec Xanthanu je tvien B-D-(1—4) glukosovymi
jednotkami stejd jako u celulosy. Postrannietézce (obvykle trisacharidy)

jsou tvareny zbytkem D-glukuronové kyseliny a éma zbytky D-mannosy.

K termalni D-mannosové jednotce postrannited¢ézce je glycidovou
vazboup-(1—4) vdzanap-D-glukuronova kyselina, k niz je vazbou -R2)
piipojena a-D-mannosa. Tyto postranhét¢ézce se vazi v poloze C-3 na
glukosovou jednotku hlavnihaetézce. Struktura je dale komplikovana
piitomnosti pyrohroznové kyseliny vazané jako ketalpolohach C-4 a C-6
na koncovou jednotku B-D-mannosy, tedy jako
4,6-0-(1"-karboxyethylidenB-D-mannopyranosa. Vnibi mannosova
jednotka vV postranim fetézci je v poloze C-6 acetylovana
(6-O-acetyl-a-D-mannopyranosa). Struktura sezm liSit stupgm substituce
v z4vislosti na produdnim kmenu bakterii. Relativni molekulovd hmotnost
byva kolem 12 000 g-mdl

Xanthanové molekuly tvid jednoduchou nebo dvojitou Sroubovici

stabilizovanou postranninfietézci.

3.2 Vlastnosti

Xanthan je rozpustny ve veéd sttedni molekulova hmotnost se uvadi
4,8010° g-mol'* [18]. Disperze jsou vysoce viskézni a jiZipnizkych
koncentracich vykazuji thixotropni chovani. Visktei siln¢ zavisi na
teplo. Pfi ohtevu nejprve klesa, ale tp dalSim olevu opt roste
(souvislost se zmnami konformace molekul). Disperze Xanthanu jsou

stabilni v kyselém i alkalickém prostdi a i zvySené teplat (do 80°C).
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V pritomnosti guarové gumy se zvySuje viskozita disgergehoz se
vyuzZivd u vyrobk, kde se vyZaduje stabilni viskozita v Siroké ohias

koncentraci soli, pH a teplot.

Samotny Xanthan netwo gely, avSak termoreverzibilni gely vznikaji
ve snesich s kkterymi polysacharidy, nap s galaktomannany (lokustovou
gumou), glulkomannany (konjakovou gumou)xakaragenanem. Vznik gelu
vyzaduje interakci molekul Xanthanu (us@aanych v dvojitych
Sroubovicich) s nesMvenou ¢4sti molekuly jiného polysacharidu (s jeho
vazebnou zdénou). KvalithSi, elastické, soudrzné gely vznikaji

z deacetylovaného Xanthanu.

Xanthan slouzi pedevSim jako zahw®vadlo, stabilizator emulzi,
v kombinaci s jinymi hydrokoloidy i jako étotvorna latka. Jako ipdatné
latka méa ozn&eni E 415 Termostability xanthanu se&Zzié vyuziva g@i

ptipravé instantnich polévek, onéék a jako pojidla viiznych konzervach.

3.3 Stanoveni

Kapalinovd chromatografie

Quemener a spol. [19] uvedli stanoveni Xanthanu weorcich
potravin pomociiti kroki. Jednalo se o homogenizaci a suSeni vzorku jidla,
piima methanolysa suchého vzorku a poslednim krokewia bHPLC
s obracenou fazi &rtého zakladniho hydrokoloidu. N&vratnostchto
stanoveni byla vySSi nez 80% s citlivosti detekce&olo 0,03%.
Hydrokoloidy mohou byt takto stanovovany beziedchozi delipidace,

deprotenizace nebo hydrokoloidni extrakce.
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4 MED
Tato prace se anuje metod, kter4d vyuzivd schopnosti vybranych

polymeni tvorit komplexy s nédi. Z toho divodu jen kratce o wdi.

4.1 Vyskyt a vyroba

Ryzi méd se v @girodé nachazi vzacha vyskytuje se tedyigvazre ve
slouwteninach. Nejas€ji ji nachazime ve form sulfidi mezi néz pafti
napiiklad chalkosin (CuyS - sulfid méd’ny) nebo chalkopyrit (CuFesS-
sulfid méd'nato-zZeleznaty). DalSimi vyznamnymi mineraly jsowpkit (Cu,O
- oxid méd’ny), malachit (CuC@Cu(OH),) a jemu velice podobny azurit
(2CuCQG;-Cu(OH)). Méd patii také mezi biogenni prvky, protoZze je
sowasti hemocyaninu obsazeného v "krvi"¢kkySi. Méd se ale jinak

vyskytuje i v lidském organizmu.

4.2 Vlastnosti a pouziti

Med je mékky a uSlechtily kov n&ervenalé barvy, ktery vybognvede
elektricky proud. Na vzduchu je & malo stalad. Ve vlhkém pro&di se
pasobenim kysliku, oxidu uhditého a vzdusSné vlhkosti pokryva tenkou
vrstvickou, kterd se nazyva d&dénka (CuCQ-Cu(OH)). V kyselire
chlorovodikové (HCIl) a ve iedéné kyselik sirové (HSO,;) se md

nerozpousti, ale s koncentrovanou kyselinou siroxaguje:
Cu + 2450, —» CuSQ, + SO, + 2H,0 (8)
Se Zedénou kyselinou dusinou (HNQO;) reaguje mdd za vzniku oxidu
dusnatého (NO):
3Cu + 8HNG— 3Cu(NGs), + 2NO + 4HO (9)
Naproti tomu s koncentrovanou kyselinou dusdu reaguje za vzniku oxidu
dusititého (NG):

Cu + 4HNO— Cu(NOs);, + 2NO; + 2H,0 (10)
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Objeveni ntdi se datuje do roku 5 00Crpn. I. Limitni hodnota koncentrace

pro pitnou vodu je 0,5 mgl.

Jelikoz je m¢d velmi dobrym vodéem elektrického proudu vyuZziva se
hlavné na vyrobu #fiznych vodtia. Dale se pouzivad ndp na vyrobu
meédénych plechi nebo jako so&ast fiznych slitin. NejznamjSi jsou mosazi
(Cu + Zn) a bronzy (Cu + Sn). & jeSt tvoii slitinu s niklem, ktera se
nazyva Monelv kov, a tzv. mincovni slitiny, coz jsou slitiny ddi se
sttibrem nebo hlinikem. dava se také do klenotnického zlata &ilsta
[20].

Potrebna denni davka &dli pro dosglé je asi 1-3 mg, pro &i ménrg,
u kojenair asi 0,5 mg.Rada potravin obsahuje && ve zvySeném mnoZstvi
naptiklad ¢okolada. Rirozeny obsah mdi v pitné vod je velmi nizky. Pitna
voda z véejnych vodovod ma vCeské republice obsahadi v 1 litru vody
asi 100 az 1000 krat menSi nez je imdtna denni déavka pro lidsky

organizmus a tak se tato voda nepodili fgrpu meédi.[21]

4.3 Stanoveni

Polarografie

Polarografické stanoveni &di lze pouZit pro stanoveni uvedeného
prvku v pitnych, podzemnich, povrchovych a odpadnigodach [22].
Citlivost a mez stanovitelnosti ¢heni je utovana dobou elektrochemického
vylucovani na povrchu elektrodyip definované hodndat potencialu. Tato
doba se pohybuje v rozsahu od¢kolika sekund do 15 minut. Mez
stanovitelnosti se tedy uvadi 3 ng:-ldosazitelné diferemé pulzni
anodickou rozpou$ti voltametrii s pouzitim rttové filmové elektrody.
Stanoveni ruSi organické ¢dsto povrchov aktivni) Ilatky i malych
koncentracich i{g-I"t a vy$%i). Odstrauji se mineralizaci vzorku s kyselinou

dusiinou a malého mnoZstvi peroxidu vodiku.

Po odiEru a apra¥ vzorku (odkr, uchovani a Uprava vzorku jsou
popsany ceskou statni normou) se provede mineralizace. 10 ml

mineralizovaného vzorku se odpipetuje do elektriodiké mérné nadobky a
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nechad se proudem dusiku probublavat, aby se odidtiayslik. Mé&fi se
v rozsahu potencialu od -850 mV do 150 mV s dob&unaulace 100-200 s.
Poté, co je vzorektadné zméien, se pokréuje metodou standardniho
ptidavku, kdy se ke vzorkuiplava znam& koncentraceéoh. Jeji objem
zavisi na obsahu tohoto kovu ve vzorku, hapro koncentrace blizici se
hodnotdm poZadovanym pro pitnou vodu s&davd nejmensi objem, tj.

100 ul pracovniho roztoku rdi.

Obdobné metodiky uvadi samotny program polarografuprvnim
piipadk se jedna o stanoveni &ui, olova a kadmia diferemé pulsni
anodickou rozpou&ti voltametrii na visici rttiové kapkové elektrod (DP
stripping - HMDE). Rozsah potencialu je od =900 ndd 150 mV s dobou
akumulace 15-300 s. 50 ml vzorku séepede do 100 ml odémné baiky,
piidd se 1 ml koncentrovana HN(suprapur) a doplni se vodou na 100 ml.
10 ml se poté fevede do elektrolytické nddobky a provede s&emi. Med

se vylowi pii potencialu 10 mV.

Je nutné provést slepy pokudipnizkych obsazich stanovovanych
kovi. V pripack vod obsahujicich rozpu&té organické latky apod. je nutno

pouZzit mineralizace

Druhy postup je ufen pro stanoveni kadmia, olova,édi a zinku.
Opét se jedna o DPASV na visici ntavé kapkové elektrod Rozsah
potencialu je od -1200 mV do 150 mV s dobou akumselal5-300 s.
Vylouc¢eni medi zistava stejné jako uipdesSlé metody na 10 mV. Jiny je
postup gipravy vzorku. 50 ml vzorku sefpvede do 100 ml odémné baiky,
piidd se 0,5 ml koncentrovana HNO(suprapur) a 1ml octanu sodného
(1 mol-I*) a doplni se vodou po rysku. 10ml se potéeyede do
elektrolytické nadobky, jida se 100ul roztoku Ga (10mg:t) a provede se
mefeni.

Podminky pro stanoveni jsou stejné jako tegchozi metody. ®
sowasném stanoveni Zn a Cu dochéazi k twoibtermetalické slodeniny
Cu-Zn-Hg, ktera vznikd ve rtiové elektrod béhem elektrolytické

akumulace. Za&chto podminek se atSinou ziskaji nizSi vysledky pro Zn a
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vySSi pro Cu, nebtdb elektrochemické rozpou&ti intermediatu Cu-Zn
probiha @i potencialu velice blizkém rozpouXktimu potencialu Cu a oba
signaly nelze rozliSit. Vzniku této sléeniny lze zabranit ffdavkem Ga,

které tvai s medi intermetalickou sloteninu Cu-Ga, ktera je mnohem
stabilnsj§i neZ Cu-Zn. Samotné ionty &a se projevi anodickym
rozpous&cim pikem pi potencialu —830 mV, coZ je hodnota dostaté

odliSna od hodnot rozpou&tich potencial Zn a Cd. [23]

Existuji i jindA normovan& stanoveni z nichZ je hi&bad norma
CSN ISO 8288 (TNV 75 7382): Jakost vod - Stanoveridimbezplamenovou
technikou AAS, ktera plati pro stanoveni koncentraskdi ve vodach
bezplamenovou technikou atomove absorip spektrometrie
s eletrotermickou atomizaci (ETA AAS). Metodu lzéiuke stanoveni ®di
ve v8ech druzich vod v koncentracich od 2'gdo 50 g-1* pfi objemu
davkovaného vzorku 20 1. Vy$38i koncentrace je moZstanovovat pi
davkovani mensSiho objemu vzorku nebo po jehdeda&ni. Vody s vysokym
obsahem organickych latek je nutndsepem minimalizovat.[21] Tato norma
ma Siroké psobeni a nevztahuje se jen pro vody. K dalSim nonmgro
stanoveni mdi jen jmenovit: CSN ISO 795 - Stanoveni &di metodou
fotometrickou s oxalyldihydrazidem,CSN 42 0689-6 - Stanoveni &di
metodou fotometrickou, CSN EN 24946 42 0515 06/94 Stanovenig&dn

Spektrofotometrické stanoveni 2,2-bichinolynem méji
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5 ZHODNOCENI LITERATURY

Pri zpracovani dosavadnich poznétk v oblasti analyzy
polyvinylalkoholu, hydrolyzatu kolagenu, Xanthanwlb vyuZzito databazi
Web of Science, SciFinder a Science direct. Tytvabdze poskytly mnoho
odkazi na odbornécélanky pojednéavajici o tématice polymerale WtSina
z nich se odkazovala pouze na jejich aplikaci. Dal8lkou skupinou bylo
stanoveni vlastnosti polymirnako jsou gelani schopnosti a fixéni indexy
nebo metody strukturni analyzy. Pokud se v databdhjevil odkaz na
kvantitativni metodiky, byly to¢lanky a publikace fevazrt o obecném
stanoveni nafdklad pomoci stanoveni celkového organického kyslikebo

dusiku nebo pomoci chemické speby kysliku.

Polyvinylalkohol je polymer, ktery se na trhu objge uZfadu let a
existuje rekolik analytickych metod stanoveni. Do reSerSe bwyigbrana
pouze ta stanoveni, ktera popisovala odliSn&snoby stanoveni, protoZe

hlavnim zandrem této prace bylo pouze voltametrické metody.

V piipad stanoveni Xanthanu se databdze odkazovaly na m&dst
odbornych publikaci, které popisovaly obecné stasrdy jak iz bylo
zminovano vySe. Tyto makromolekularni latky tepriekaji na swj zajem

Sirokou wdeckou obci, a proto zatim chybi SirSi oblast atiakych metod.

Tato diplomova prace v experimentalédsti vychazi z prace Galatika
[8], ktery popsal stanoveni peptida aminokyselin pomoci klasické
voltametrie. Tato, dnes jiZz historicka metoda byladkladem pro tuto préci
a jeji snaze aplikovat toto stanoveni na hydrolykédlagenu a stanoveni
jeho tfetézové hmotnosti. Polyvinylalkohol a Xanthan poskytu Cu 2*
rovnéz komplexni slodeniny, které ve s®si hydrolyzatem kolagenu rusi
jeho stanoveni. Proto jim ve zbyvajicimase byla ¥novana nemala

pozornost.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Chemikalie

CH3COOK - octan draselny

Mr = 98,1428 g/mol

Lachema a.s., 0.z., NeratovidéR
Na,B;,O7. 10 HLO - dekahydrat tetraboritanu sodného, p.a.

Mr =381,43 g/mol

Lachema a.s., 0.z., NeratovidéR
CuCl. 2 H,0O - dihydrat chloridu md’natého, p.a.

Mr = 170,486 g/mol

Lachema a.s., 0.z., NeratovidéR
NazPO4. 12 H,O - dodekahydrat fosfotmanu sodného

Mr = 380,14 g/mol

Lachema a.s., 0.z., NeratovidéR
CH3COOH - kyselina octova, p.a., 99%

Mr = 60,05 g/mol

Ing. Petr Lukes$, Uhersky Brod,R
NHs - amoniak, p.a., 32%

Mr = 17,03 g/mol

Onex, Roznov pod Radhas$n, CR
HNO3 - kyselina dusina, 65%

Mr = 63,01 g/mol

Lachema a.s., 0.z., NeratovidéR
H,SO,4 - kyselina sirova, extraista, 90%

Mr = 98,08 g/mol

Ing. Petr Lukes, Osvoboditiell815,Uhersky BrodCR
HCI - kyselina chlorovodikova, p.a., 35%

Mr = 36,46 g/mol

Ing. Petr Luke$, Osvoboditell815, Uhersky Brod¢R
Ar - argon 4.8 &istoty 99,998%)

Mr = 39,948 g/mol
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Linde technoplyn a.sCR
HCIO, - kyselina chlorista, 70%, p.a.

Mr = 100,4585 g/mol

Ing. Petr Lukes, Osvoboditell815, Uhersky BrodCR
CuSQ,. 5 H,O - pentahydrat siranu &'natého, p.a.

Mr = 249,6796 g/mol

Ing. Petr Luke$, Osvoboditell815, Uhersky Brod;R
NaHCGO; - hydrogenuhliitan sodny, p.a.

Mr = 84,01 g/mol

Penta, ChrudinR
K,COs3 - uhlicitan draselny, p.a.

Mr = 138,211 g/mol

Lachema a.s., 0.z., Neratovi€®
H,0O, - peroxid vodiku, extr&isty, 30%

Mr = 34,02

Ing. Petr Lukes, Osvoboditell815,Uhersky Brod;R
NH,4ClI - chlorid amonny, p.a.

Mr = 53,49 g/mol

Lachema a.s., 0.z., Neratovi€®R

6.2 Pristroje a zafizeni

a) Eco-Tribo Polarograf s visici riavou kapkovou elektrodou (HMDE) a
nasycenou argentchloridovou elektrodou RAE 113, ECREND PLUS
s.r.o., PrahaCR

b) Centrifuga typ MPW-340, Mechanika precyzyjna,r¥ava, Polsko
c) Centrifuga typ MPW-310, Mechanika precyzyjna,r¥ava, Polsko
d) Mikrovinny mineralizator MLS 1200, Milestone sl.r, Sorisole, Italie

e) pH/mV/metr MPH 61 s kombinovanou pH elektrodowHkp 01-32,

Monokrystaly s.r.o., TrutnovCR
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6.3 Charakteristika analyzovanych vzorki

Hydrolyzat kolagenu (hykol) —E Hykol — obsah dusild4%, obsah
uhliku 47,2%, suSina 97,38%, Mr=1 00 ¢;| praskova forma, vyrobce
Tanex, Jaromt a.s., CR, ostatni vzorky byly fipraveny dvoustupovou
enzymatickou hydrolyzou chrotménych postruzin. Byly dodany Hasakovou
z Ustavu potravingského inZzenyrstvi a chemie a byly ozeay jako
H-KOL, H-HOL, VY, ICrA, E-HYKOL, VZ, HYKOL 2002 a IVH

PVA - Sloviol P 88-08, viskozita 8% vodného roztokii teplote
20°C, 8 mPa-s, stupehydrolyzy 88 mol%, obsah acetatovych skupin 12%,
praskova forma, obsah uhliku 47,48%, suSina 98,268trobce Novacke

chemicke zavody a.s., SR

Xanthan Gum- obsah uhliku 31,31%, suSina 94,36%plhge Fluka,

~

CR

6.4 Roztoky a jejich priprava
Zasobni roztok médi [22] o koncentraci 1 g-1*

V odmérné 100 ml b#éce se v kyseliéd chlorovodikové (3,09 ml HCI
v 1 000 ml dest.vody) rozpusti 0,3929 g CuS®H,O a doplni se touto

kyselinou po rysku.
Pracovni roztok médi [22] o koncentraci 10 mg-1*

Do 100 ml odmdrné baiky se odn&ii 1,00 ml zasobniho roztoku &di
a doplIni se kyselinou du&iou (4,5 ml konc. HN@ v 1 000 ml dest. vody)
po rysku. Tento roztok je staly 3 dny.

Suspenze fosfor&nhanu médnatého [8]

Do roztoku fosforénanu sodného (5,4 g NRO,. 12 H,O rozpus&no
ve 40 ml) byl za stalého michani tenkym proudemt woztok chloridu
médnatého (1,12 g CuGli2 H,O rozpusSéno ve 20 ml). Vznikla suspenze
byla odstedéna na centrifuze i® 3 000 ot./min po dobu 5 min. Horni roztok
byl odstragn a nahrazen tymZ objemem boraxového tléemisuspenze byla

michanim znovu rozptylena a étpodstedéna. Takto bylo postupovano jest
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jednou a srazenina byla nakonec suspendovana venlO®oraxového
tlumic¢e. Trvanlivost a pouZitelnost taktofripravené suspenze byla asi 14
dni.

6.4.1 Zakladni elektrolyty

Jako zakladni analyticky elektrolyt byl vzdy odptpgan 1 ml

zasobniho roztoku elektrolytu a dogindo 10 ml.
Zasobni roztok amoniakalniho elektrolytu | o koncerraci 1 mol-I™*

Do 100 ml odmérné baky bylo pipetovano 5,87 ml konc. NHa
piidano 5,3491 g NKCI a nasleda dopInéno vodou po rysku.

Zasobni roztok dusiénanového elektrolytu o koncentraci 1 mol-F

Do 100 ml odmérné baky bylo pipetovano 6,97 ml 65% HNQOa

doplnéno vodou po rysku.

Zasobni roztok boraxového elektrolytu o koncentracio,05 mol-I*
4,775 g NaB;,O7-10 H,O bylo rozpusino ve 250 ml vody.

Zasobni roztok uhli¢itanového elektrolytu o koncentraci 0,75 mol-F

Ve 100 ml destilované vody se rozpusti 8,4007 g &4 a 3,4551 g
K>CO:s.

Zasobni roztok elektrolytu kyseliny chlorovodikové o koncentraci

1 mol-I"*

Do 200 ml odmérné baice bylo pipetovano 17,75 ml 35% kyseliny

chlorovodikové a doplkno vodou po rysku.
Zasobni roztok elektrolytu kyseliny sirové o koncetraci 0,5 mol-I'*

Do 250 ml odm¢rné baiky bylo odpipetovano 6,97 ml 90% ,80, a

doplnéno vodou po rysku.
Zasobni roztok amoniakalniho elektrolytu Il o koncentraci 4 mol-I*

1 M HCIO4 bylo smichano s 8,9 M NfHv poméru HCIO, : NH3=2:1
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Zasobni roztok amoniakalniho elektrolytu I1l o koncentraci 4 mol-I*
0,5 M H,SO,4 byla smichana s 8,9 M NdHv poméru H,SO,4 : NH3z=4:1.
Zasobni roztok elektrolytu kyseliny chloristé o korcentraci 1 mol-I*

9,96 ml 65% HCIQ bylo doplrtno na objem 100 ml.

6.5 Pracovni postupy

Piiprava vzorku se suspenzi

Do centrifug&ni plastové zkumavky bylo odpipetovan 1 ml vzorku a
3 ml suspenze fosfot@anu nmédnatého. Smis byla protepana a nechéana
5 minut stat. Poté byla od®td¢éna na centrifuze ip 3 000 ot./min po dobu

5 minut, n&eZ byl odebrartiry roztok (supernatant) k mineralizaci.
Mineralizace

Do methoxylové nadobky mikrovinného karuselu bydgdpipetovany
2 ml supernatantu aflany 2 ml koncentrované HNLa 1 ml 30% peroxidu

vodiku a mineralizovanoip programu:

250 W - 5 minut

400 W — 5 minut

500 W — 10 minut

0 W ventilace — 10 minut

Karusel byl ochlazen ve studené woda MW mineralizat byl

z nadobky kvantitativé preveden do odgrné 10 ml baky.
Vlastni stanoveni

Do analytické voltametrické né&dobky byl odren 1 ml roztoku
zakladniho elektrolytu HN® o koncentraci 1 molit a 9 ml destilované
vody. Po 10 minutovém intenzivnim probubldvani argm (odstra#ni
rozpuSéného Kkysliku =z roztoku) byla z&ena voltametricka ivka
(takzvané pozadi). Potom byligan vzorek, tedy depolarizdtor, o objemu
100 ul, kratce probulano Ar a ap zméiena voltametricka kvka. Pri
pouziti metody standardnichiiglavki byl pfridan standard a @y provedeno

méreni. Byly pouzivany 4 fidavky.
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Pokud bylo pouzito metody kalib&éai primky byl do voltametrické
nadobky davkovéan 1 ml roztoku zakladniho elektralya 9 ml destilované
vody. Po 10 minutovém probublavani argonem byloé¢geamo pozadi, n&es
byl pipetovan standard respektive vzorek v davceO iD a provedena
analyza. Ke standardu byligan dalSi pidavek standardniho roztoku éahi

a opit po krdtkém probubléani z&éten. Takto bylo dale ipdano 4-6 gidavki.

M¢reni bylo provedeno metou diferémi pulzni voltametrie s visici

kapkovou rt@ovou elektrodou a paramédiwiz. tab.l.

Tab. I. : Parametry stanoveni

Potencial Parametry metody

Pocatecni [mV] 200 |Doba bublani [s] 5

Koneény [mV] -600 |Pocet scanu [I] 1

Rychlost [mV.s™] 20 |Potencial akumulace [mV] 200
Doba akumulace [mV] 0
Klidova doba [s] 10
VySka pulzu [mV] 50
Sitka pulzu [ms] 80

Méreni pH

Pred méfenim byla provedena kalibrace pH metru pomoci thyoh
roztoki o pH=7 a pH=9. Korekce na teplotu¢hbem nefeni nebyla

provacna.
Hydrolyza vzorkia [24]

Roztoky hydrolyzai byly pfipraveny rozpu&tnim 0,25 g vzorku
v 50 ml destilované vody. iled zahajenim analyzy bylo petba provést
totalni hydrolyzu roztoku hydrolyzét aby bylo moZzno stanovit jednotlivé
aminokyseliny. Z&akladni roztoky byly ffpraveny v doportieném pondru
5 mg hydrolyzatu : 1 ml 6 N HCI. Z nich bylo pipet&dnho po 10 ml vzorku
do jednotlivych ampuli, kde byly probublavany dusik po dobu minimal&
5-i minut. Ampule byly zataveny a hydrolyza probida 72 hodin
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v termostatu pi teplots 110°C. Vzorky, které nebyly ihned analyzovany,

byly neote¥ené skladovany v chlad®de maximalg 24 hodin.

Kyselina chlorovodikova byla ze vzorku po totalniydmolyze
odpaena v roténi vakuové odparce za snizeného tlakti feplott 50°C.
Odpaovani bylo provadno za gidavku destilované vody a celkentikrat
zopakovano. Nakonec byl vzorek rozp&$tyv malém mnozZstvi destilované

vody, kvantitativie¢ prenesen a dopkmn v 10 ml odmérné baice po znaku.

Hydrolyza byla provedena Hasakovou na pracovisti tavs

potravindského inzenyrstvi a chemie
Chelatometrie [24]

5 ml vzorku vylo odpipetovano do 10 ml oded’ovaci zkumavky. Po
piidavku 5 ml ¢erstw protrepané suspenze fosfa@manu nédnatého byla
smés dolie promichana. Obsah zkumavek se po 5-i minutachisbaminut
odstedoval pfi 2 500 ot/min. Z hornihcatirého roztoku bylo odpipetovano
7 ml do titr&ni baiky. Po gidani 1 ml 1 M HCI a 3 kapek indikatoru PAN
(pH roztoku musi byt mensi neZz 3) byla &n titrovana 0,01 M
chelatonem Il ztervenofialové do Zlutozelené barvy. Spelba slepého

pokusu byla mens&i nez 0,05 ml 0,01 M chelatonu III.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Na patatku prace byla snaha modifikovat dnes jiZ histkoie metodu
Galatika [8], ktery pouzil ke stanoveni dvojmocnéédn klasickou
polarografii, uzitim moderni difer&mi pulzni voltametrie s visici rtwvou
kapkovou elektrodou, kterd& ma cca of&dy nizSi dete&ni limit. Méd' naty
ion vazany do komplexu s hydrolyzatem kolagenwma aminokyselinami
byl rozbit kyselinou chlorovodikovou a potidani amoniakalniho pufru
stanovoval Gdaji CU** z amoniakalniho komplexu. Jak je ¥idna obr.1,
nebylo mozZno tuto metoduipno pouZzit, nebt piitomnost hydrolyzatu
kolagenu (Hykol-E) zpsobi menSi odezvu &f’natého iontu, ktery je

pravépodobre vazan do pev&Siho komlexu s pitomnym Hykolem E.

400 —al
—b
300 - ¢
— —d
<
=R
~ 200 | .
100 + |
0
0 200 -400 -600
E [mV]
Obr. 1:

a) Zakladni 0,1 molt amoniakalni elektrolyt I ;b) a + 0,05 mg ICU*",
c) a + 0,05 mgt Cu®**+ 0,05 g I* Hykol E, d) a + 0,05 gt Hykol E

Pricinu lze hledat v tom, Ze v klasické polarografii g#idavalo
pomérné znané mnoZstvi dicitanu a gFedevSim Zelatiny na pottani
kyslikového maxima, ktery by stanoveni ruSil, ba zno fici, pifimo
znemoaoval. Fi pouziti difere®ni pulzni voltametrie vSak tyto vysoké
piidavky chemikalii nelze fjpdavat. Diky podstat& vysSSi citlivosti by byly

potize (coZz se projevilo viptomnosti hydrolyzat kolagenu, tedy latek
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velmi obdobného sloZzeni a charakteru jako Zelatisa) stanovenim, kdy
muze dochazet k sorpci polymernich latek natawou elektrodu. Samotny

Hykol se v amoniakalnim pufru (pH=9,60) nijak nepxi.

7.1 Vliv prostiedi

V prvni fazi diplomové prace tedy byly odzkouSenyizné typy
zakladnich elektrolyit a to od alkalickych az po siénkyselé, jak je vidt na
nasledujicich obrazcich. Je-li katodicka redukcealimvana v silg kyselém
prostedi (0,1 M HCI o pH=1,06), je rozdil mezi pikemédnatého iontu a
méd’natého iontu vazaného do komplexu s Hykolem matkafobr.2) a to
nejen co se t§e potencialu k ale i vySky piku 4. Chovani Hykolu

v roztoku kyseliny chlorovodikové je bez vyraznyphojewvi.

300 a
— D
—-2C
— 200 t _
< d
=
100
0
0 -200 -400 -600
E[mV]
Obr. 2.:

a) Zakladni 0,1 mol:t elektrolyt HCI;b) a + 0,05 mg1 Cu*",
c) a + 0,05 mgt Cu®**+ 0,05 g I* Hykol E, d) a + 0,05 gt Hykol E

Jest veétSi zmény mezi médnatym pikem a pikem &fnatého iond
s Hykolem E zobrazuje obr. 3, kde v 0,1 M disanovém elektrolytu o
pH=1,06 se vlivem vytvieni komplexu mdnatého iontu s ligandem
voltamerickd kKivka témet ztraci na pozadi zakladniho elektrolytu. V tomto
elektrolytu se mid’naty ion redukuje fi potencialu blizké 0 mV, a proto je

nutné z roztoku vysnit vSechen rozpu8ny kyslik, ktery se p tomto
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potencialu redukuje také. Toho Ilze docilit delSim iatenzivrgjSim

probublavanim argonem.

120
100 —a |
80 —b |
g 60 — ° |
T 40 —d |
20 .
0 | |
200 0 -200 -400 -600
E [mV]
Obr. 3.:

a) Zakladni elektrolyt 0,1 moli HNOs;b) a + 0,05 mg 't Cu?*,
c) a + 0,05 mgt Cu®**+ 0,05 g I* Hykol E, d) a + 0,05 gt Hykol E
Také byl vybran zakladni elektrolyt 0,1 M kyselighloristé, kde bylo
pH=1,01. Zde vysledky nebylytbec uspokojivé a jak je vid z obrazku 4
uz samotné stanoveni &i se na zaznamuikvky neprojevilo. U Kivky

Hykolu je sice vidt pik, ale jeho odezva velmi nizka a nelze vyduze se

jednéa o néistoty z Hykolu.

I [nA]

0 -200 -400 -600
E [mV]

Obr. 4.:
a) Zakladni elektrolyt 0,1 moli HCIO4;b) a + 0,05 mg' Cu?",
c) a + 0,05 mgt Cu**+ 0,05 g I* Hykol E, d) a + 0,05 gt Hykol E
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V zakladnim elektrolytu kyseliny sirové (obr. 5)Hp1,22, je citlivost
méieni mald. Hykol ovliviuje stanoveni a také éni tvar piku tak, Ze z &)
lze Spati urcit jeho hodnota. Daleko vySSi citlivosti bylo dosawd @i uziti

metody anodické oxidace s velkou dobou akumulacz0(4).

60

I [nA]

200 0 -200 -400 -600
E [mV]

Obr. 5.:
a) Zakladni elektrolyt 0,05 molYiH,SO4;b) a + 0,05 mg' Cu?",
c) a + 0,05 mgt Cu**+ 0,05 g I* Hykol E, d) a + 0,05 gt Hykol E

2000
—a
1500 - b
_ —C
<
< —d
- 1000 -
500 -
0 1
200 0 -200 -400 -600
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Obr. 6.:

a) Zakladni elektrolyt 0,005 molllboraxu;b) a + 0,05 mgl Cu**,
c) a+ 0,05 mgt Cu**+ 0,05 g I* Hykol E, d) a + 0,05 gt Hykol E
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V alkalickém prostedi byl zvolen boraxovy roztok, pH = 9,19, ktery
slouzi jako médium pro suspenzi fosfon@anu néd’'natého.(obr. 6) Zde vSak
Hykol zcela potl&il stanoveni nddi a paivodné nanmeteny voltametricky pik

se po pidavku neobjevil.

500

400 - b

300 r

I [nA]

200 r

100 -

200 0 -200 -400 -600
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Obr. 7:
a) Zakladni 0,05 mol:t amoniakalni elektrolyt IlI;
b) a + 0,05 mgt Cu**,c) a + 0,05 mgt Cu**+ 0,05 g I* Hykol E,
d) a + 0,05 gf Hykol E
Stejnych vysledi bylo docileno v zakladnim amoniakalnim
elelktrolytu Ill, pH=8,13 (obr.7). V alkalické obsai se potencial redukce
médnatého iontu posouva k zapornym hodnotam a ifddpd u tohoto

elektrolytu je to okolo E = -100 mV.

6000 AR ~AY —a
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— 3000
1500
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Obr. 8.:

a) Zakladni 0,05 mol:t amoniakalni elektrolyt II;b) a + 0,05 mg ICu?*,
c) a + 0,05 mgt Cu**+ 0,05 g I* Hykol E, d) a + 0,05 gt Hykol E
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Zakladni amoniakalni elektrolyt Il, pH = 9,30, ¢émze zvolenych
elektrolytt nejhorsi citlivost. Na obrdzku 8 je wWitl Ze zde bylo mnoho
rusSivych vlivi a uz samotné stanoveniédinatych iontt nebylo mozné

realizovat.

140

120

100

80

1 [nA]

60

40

20

0 -200 -400 -600
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Obr. 9.:
a) Zakladni 0,1 mol:t uhlicitanovy elektrolyt :b) a + 0,05 mg'lCu?",
c) a + 0,05 mgt Cu®**+ 0,05 g I* Hykol E, d) a + 0,05 gt Hykol E

Jako posledni byl vybran uklitanovy pufr, pH = 9,40. V &m se
méd’'naty ion redukuje fi potencidlu E=-135 mV, ale porjgavku Hykolu se
maximum potencialu posouva k vice zapornym hodnot@ento trend lze

pozorovat u alkalickych elektroly) a vySka piku se sniZzi.

V kazdém zvoleném elektrolytu Hykol vytyvid komplex s néd’natym
iontem & uZ silngj&i (ktery vice ovliwiovala stanoveni Ci) nebo slabi
vazbou. Nakonec byl vybran elektrolyt kyseliny dusé. Jednak je v tomto
elektrolytu popsdna metoda pro stanoversidim ktera je velmi citliva a také

Z davodu, Ze bylo rozhodnuto vzorky zmineralizovated dalsi analyzou.
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7.2 Vliv hykolu
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Obr. 10 :

Kalibra¢ni kiivka médi s pridavky Hykolu v amoniak&lnim elektrolytu |

Na obrazku 10 je zaznam voltametrickychivek, kdy v zakladnimu
amoniakalniho elektrolytu I, pH = 9,56, byla sestaa kalibr&ni kiivka a
k nejvysSi hodnat bylo pridano pt pridavka Hykolu (tab. Il). Ridavky
Hykolu neménily maximum potencial piku, pouze sniZzoval jeholikest
v disledku vzniku komplexu s &’natym iontem, jak je vigt ve velkém
grafu. VyrazrjSi vliv mél prvni pridavek, ostatni z&ma byla mirgjSi a

méla linearni tendenci.

Tab. Il: Hodnoty kalibrani kiivky s pridavky Hykolu v amon. elektr. |

Couzs[Mg-™ | IPNA] | Chyiol [0 | Ip [NA]
0,0000 0,0 0,0000 347,6
0,9901 87,87 0,0472 275,7
1,9608 139,8 0,0935 256,2
2,9126 2129 0,1389 233,4
3,8462 286,9 0,1835 219,6
4,7619 347,6 0,2273 207,7
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Velmi obdobny vliv v amoniakalnim elektrolytu | rkaalibracni kiivku

hydrolyzovany Hykol (obr. 11). Zde &p prvni pridavek 100ul hydrolyzatu

o koncentraci 5 g-t snizil vy&ku piku midnatého iontu, ale dal$i zmy byl

nepatrné.(tab. Il)

14E4 | -----Cuz200

gooo | —— HOR2
a000 -
7000
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-1000
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potencial [m']

Obr. 11 :

Kalibraéni kiivka médi s pridavky hydrolyzovaného Hykolu v amoniak&lnim

el

ektrolytu |

Tab. Ill: Hodnoty kalibr&ni kiivky s pfidavky hydrolyzovaného
Hykolu v HNO; elektrolytu

Couz+ [M@.I"] | IP[NA] | Chydrolyzaw [0-17] Ip [NA]
0 0 0 1022
0,9901 158,6 0,0463 1136
1,9609 313,5 0,0917 1149
2,9126 463,8 0,1364 1132
3,8462 635,9 0,1802 1146
4,7620 764,7 0,2232 1017
5,6604 885,3
6,5421 1022
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Stejré bylo postupovano i v kyselé oblasti kyseliny dusé, kde bylo
podle aekavani dosazeno velmi dobrych vyslédgii sestrojeni kalibrani
kiivky (obr. 12 maly graf). AvSak v tomto elektrolytwuSil Hykol daleko
vice nez v alkalické oblasti, jak to dokazuje zamnaoltametrickych kivek,
kde se vySka piku snizila jiz po prvnintigavku az pod hodnotu nejnizsi
koncentrace md’natych ionfi. (tab. 1V) DalSi pidavky pak nemly vliv na
dalSi zmény (vSechny midnaté ionty veSly v komplex), ale potvrdily, Ze

Hykol v komplexu néd’natym iontem posouvd maximum potencidluésem

doleva.
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Obr. 12 :
Kalibra¢ni kiivka meédi s pridavky Hykolu v HNQ elektrolytu
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Tab. IV: Hodnoty kalibrani kiivky s pitidavky Hykolu v HNQ elektr.

Ceuz+[M@-"]| 1p [NA]  |Chykol [9-7] | Ip [NA]
0,0000 0 0,0000 806,8
0,9901 166,8 0,0472 140,6
1,9608 330,5 0,0935 103,4
2,9126 497,8 0,1389 90,77
3,8462 651,4 0,1835 87,57
4,7619 806,8 0,2273 82,44

Nakonec byla sestrojena Kkalikmi piimka nmedi

v 0,1M kyselire

dusicné a k ni bylo postupnpfidavano 5krat 10Qul roztoku hydrolyzatu

Hykolu o koncentraci 5 g-. (tab. V) V tomto prosedi vyska piku od piku

s nejwtsi koncentraci vzrostla a posunulo

se maximum poilu

doprava.(obr. 13) Htomnost hydrolyzovaného Hykolu ma nadmaté ionty

vliv, ale netvdi s nimi komplex (maly graf).
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Obr. 13 :
Kalibra¢ni kiivka médi s ptidavky hydrolyzovaného Hykolu v HNO

elektrolytu
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Tab. V: Hodnoty kalibrani kiivky médi s pridavky hydrolyzovaného

Hykolu v dustnanovém elektrolytu

Ccuz+ B
(mg.I "] Ip [NA] | Crydrolyzaw [9:17] | Ip [NA]
0,0000 0 0 460,8
0,9901 51 0,04630 362,3
1,9608 139,2 0,0917 3374
2,9126 202,5 0,1364 345,3
3,8462 239,7 0,1802 342,3
4,7619 291,3 0,2232 331,9
5,6604 370
6,5421 401,8
7,4074 460,8

Tyto vysledky potvrdily rozhodnuti dal$i UuUpravy mdvinnou

mineralizaci vzorku ped jeho stanovenim na polarografu.

7.3 Vliv polyvinylalkoholu

Hydrolyzat kolagenu se ipdava slouzi jako modifikator ip vyrobé
PVA folii , a proto lze pedpokladat pitomnost PVA i stanoveni Hykolu.
Z tohoto divodu byl owifen vliv PVA na toto stanoveni. Jako ¥ipad
hydrolyzatu kolagenu byla nejprve stavena Kkalibria kiivka médi a
k nejvyssi koncentraci ¢2+=0,566 mg-T') bylo pfidano 100ul roztoku
PVA o koncentraci 5 g-1. Takto byly gidany jest dal§ichétyii piidavky
roztoku PVA, aby bylo moZzno sledovat odezvy voltanekych kiivek médi

na rostouci koncentraci PVA.
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Obr. 14:

Kalibra¢ni kiivka médi s pridavky PVA v _amoniakalnim elektrolytu I

Tento postup byl nejprve proveden v prieti 0,1 M amoniakalnim
elektrolytu (obr. 14). Na zadznamu voltametrickychiviek je patrno, Ze po
piidavcich roztoku PVA nedochéazi v alkalickém pii@sti k posunu maxima
potencialu ikd’natého iontu, které je zdefippotencialu E=-318 mV. AvSak
z grafu kalibr&ni kfivky je jasr® vidét ruSivy vliv PVA, kdy po prvnim
piidavku roztoku vyraz& kleslo nagti piku az pod hodnotu nejmenSi
koncentrace rmdi v tomto pipad c¢=0,99 mg-I. Dalsi pidavky na
stanoveni nerly vliv, nebot lze prfedpokladat, Zze vSechnaédi v roztoku

pieSla v komplex.

Také bylo provedeno #teni v kyselé oblasti 0,1 M HNfelektrolytu,
kde jako v gedchozim pipad byl nakonec pidan PVA k nejvyssi hodneét
méd’natych ionfi. V tomto pgipad se po prvnim pidavku snizil md’ naty
pik doSlo k vyraznému posunu maxima potencidlwwathodnot 28 mV na
-455 mV.(obr. 15) DalSi jgdavky PVA nerozhodovaly o dalSich Zmach

voltametrickych Kivek, protoZze vSechna & opét pieSla v komplex
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PVA-Cu, ktery podle M. Songa [13] t¥d¢tyfi hydroxylové skupiny PVA a

jedna ned'.
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Obr. 15:

Kalibraéni primka médi s pridavky PVA v. HNQ elektrolytu

7.4 Vliv xanthanu

Jako posledni byl o&en vliv Xanthanu nejprve v alkalickém
amoniakalnim elektrolytu I, kde fpdavky byly o objemu 10Ql a
koncentraci 1 g:t. (obr. 16) Zde se vytieni komplexu Xanthan-Cu
neprojevil na zmin¢ vysSky meédnatého piku. Z toho lze usuzovat, Ze
komplex byl slaby a jen nepat¢rovlivnil stanoveni mid’natych ionfi, nebo

se mohl redukovatip potencialu mimo rozsah &ieni.
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Obr. 16:
Kalibra¢ni ptimka médi s pridavky Xanthanu v amoniakalnim-elektrolytu |

Nepatrny vliv na stanoveni &d’natych ionfi oproti pfedchozim
latkam se potvrdil i v kyselé oblasti désianového elektrolytu. (obr.17)
V tomto elektrolytu se potvrdilo, Ze komplex Xanth&u je slaby a

stanoveni md’natych ionfi rusi malo.
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Obr. 17:

Kalibra¢cni primka médi s prfidavky Xanthanu v HN@ elektrolytu
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7.5 Analyza vzorki

VS8echny analyzované vzorky byly ptepany se suspenzi
fosforecnanu médnatého, zmineralizovany a stanoveny na polarografu
metodou katodické redukce. Nakonec byly vyhodnocewySky piki
voltametrickych Kivek a byl sestrojen graf vzorku se svymi standadnadlin
pridavky medi.(obr. 19) Spravnost stanoveni byla posouzena nad
koeficientem pesnosti ze spojnice trendu dana moZnosti grafu k& tae
smérnice primky kterda se v mnoharfpadech neliSila od sémnice kalibra&ni

piimky meédi (obr. 18).

1000
00 L V= 1629,67x -0,3102
R* = 0,9999
< 600 |
=
Q400 |
200 |
00
0 1 2 3 4 5
CCu2+ [mg/l]
Obr. 18:
Kalibraéni kiivka medi
120
100 |- y=172,88x+ 36,823
2 _
80 R?=0,9999
<
£60
=
40 4
20 |

0 0,1 0,2 0,3 0,4

Ccuz+ [MQ/]

Obr. 19 :

Metoda standardnichifdavki pro Hykol c=35 g-T
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7.5.1 Stanoveni koncentrace

U vzorka hydrolyzatu kolagenu byla zvolengdada koncentraci.
(tab. VI) Zde jsou vedle échto koncentraci uvedeny hodnoty stanovené
meédi. Smérnice primky a koeficient spolehlivosti je uvedena #wvbdu
ukazky pesnosti stanoveni voltametrii. Z hodnot koncentradgkolu a
stanovené mdi byl sestrojen graf (obr. 20), ze kterého jéejmé, Ze
zavislost ma linearni mbéh. Tento poznatek tak #Ze byt vyuZzZit i
stanoveni koncentrace roztoku Hykolu a to dosazestanovené rdi do
rovnice gimky. Jako nulovad koncentrace je zde uvedena hoalrdépého
pokusu, coz v tomto ifipack byla destilovana voda. Zde jsou zobrazeiiy t

slepé pokusy zivodu velkého rozptylu hodnotipstanoveni.

Tab. VI: Hodnoty stanoveniady koncentrace hydrolyzatu kolagenu

CHykol [9/1] |Ccuz+ [MQ/I] Rovnice primky koef.

z stand.pfid. spolehlivosti
0 0,0182 y = 166,35x + 3,0195 R=0,9998
5 0,0768 y = 181,3x + 13,918 R=0,9999
10 0,0911 y = 162,0319x + 14,7676 R=0,9996
15 0,1226 y =176,23x + 21,612 R=0,9973
25 0,1604 y =175,79x + 28,193 R=0,9999
35 0,2130 y =172,88x + 36,823 R=0,9999
50 0,2718 y =173,71x + 47,221 R=0,9992

120 | Y =2,3908x + 21,4267
R? = 0,9829
S 90
E
& 60
O
(8]
30 E
©)
0
0 10 20 30 40 50 60
Chykol [9/1]
Obr. 20:

Kalibrace Hykolu
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Také bylo provedeno stanoveni polyvinylalkoholu groncentrace 5,
25, 35 a 50 g:t. V tabulce VII jsou uvedeny vysledky &eni. Snérnice
rovnice gimky a koeficient spolehlivosti afp ukazuji gesnost mifeni, ale
pokud by se vynesla zavislost koncentrace polyvatkbholu na mnoZstvi
stanovené radi je prvni hodnota (pro PVA 5 ¢') velmi nizka a od
nalezeno nejtsi mnozZstvi midi,

koncentrace 25 gi,u které byla

pozorujeme mirny pokles a dalégvazrée rovnonernou tendenci.

Tab. VII: Hodnoty stanoveni polyvinylalkoholu

Rovnice primky z stand. koef.
Ceva [9/1] |Ccuz+ [Mg/l] prid. spolehlivosti
5 0,0529 y = 163,2230x + 4,2744 R 1,0000
25 0,3226 y =174,13x + 27,807 R 0,9996
35 0,2473 y =176,49x + 21,604 R 0,9996
50 0,2478 y =172,49x + 21,158 R 0,9999

Toto mefeni bylo provedeno pouze jednou, a proto neftet, zda
nedosSlo k chyb méifeni nebo je u polyvinylalkoholu tendenceistu

stanovené madi a od koncentrace okolo 25 g/tgvaZzuje setrvaly stav.

Vysledky stanoveni Xanthanu o koncentracich 0,3%30 1 a 3 g-f
jsou uvedeny v tabulce VIII. Tak jako utedchozich latek byla fgesnost

metody velmi geswdcéiva a lze usuzovat jeji spravnost.

Tab. VIII: Hodnoty stanoveni Xanthanu

Cxanthan Rovnice primky z stand. koef.
[g-17Y] Ccuz+ [Mg-1Y] piid. spolehlivosti
0,3286 0,1569 y =173,91x + 13,511 R=0,9998
0,5266 0,1693 y =172,37x + 14,446 R=0,9997
1 0,2424 y = 218,36x + 21,24 R=0,9997
3 0,6424 y = 165,25x + 52,551 R=0,9995
Jak je vidt na obrazku 21, je mozné stéjnjako v pgipad
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hydrolyzatu kolagenu zhotovit kalibéai zavislost mezi koncentraci €l
preSlych do roztoku (vznik komplexu) a koncentraci nXmanu.
V nepritomnosti Hykoli a PVA lze pravdpodobre pouzit toto stanoveni,

které by vSak pravipodobré nebylo @ilis selektivni.

0,6 +
>
£ 0,4
&
3 y =0,1871x + 0,0757
(8]
0,2 r R? = 0,9946
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Cxanthan [gll]

Obr. 21:

Kalibrace Xanthanu

7.5.2 Stanoveniretézové hmotnosti peptidi

Stanoveni fet¢zové hmotnosti peptid které je mozno vyjédt
sttednim pd@&tem aminokyselinovych zbytk v peptidu, je jinou moznosti
vyuZziti vySe popsanych vlastnosti hydrolyzatu kadag. Bylo zvoleno osm
vzorki vodného roztoku Hykolu o koncentraci 5¢-la vedle nich byly
ptipraveny jejich hydrolyzaty o stejné koncentraci ey popsanou
hydrolyzou. Dale byly vSechny vzorky phi@pany se suspenzi fosf@reanu

médnatého, zmineralizovany, stanoveny voltametricky wvwhodnoceny
metodou standardnichriglavka.

V tabulce IXa jsou zobrazeny stanovené hodnoty geddy vzorek.
Prvni sloupec (ozn@en K;) vyjadiuje hodnoty m¢di pro vodné roztoky

Hykola a druhy sloupec (ozken K;) hodnoty nédi pro hydrolyzaty &chto
Hykola.



UTB ve Zliné, Fakulta technologick& 52

Tab. IXa Pramérny pocet aminokyselinovych zbytkv hydrolyzatech

stanovené voltametricky

koncentrace Cu | koncentrace Cu
. : . pramérny pocdet
u aminokyselin u polypeptidu AK zbytk &
K1 (mg/10ml) K> (mg/10ml)
H-HOL 3,3669 0,3989 16,9
HYKOL 2002 1,7837 0,2437 14,6
MH 3,6098 0,2029 35,6
VZ 3,643 0,2507 29,1
ICrA 6,4645 0,178 72,6
VY 1 2,7599 0,1995 27,7
E-HYKOL 3,0457 0,1855 32,8
H-KOL 3,1078 0,2729 22,8
Retdzova hmotnost peptid se vyp@ita podle vzorce:
— 2K1
AK, = K, (13)

kde AK,, je stedni p@et aminokyselinovych zbytkv peptidu

Ki1 koncentrace mdi (opravena o hodnotu slepého pokusu) u

hydrolyzovaného peptidu

K, koncentrace mdi (opravena o hodnotu slepého pokusu) u peptidu

bez hydrolyzy

Pro owfeni spravnosti metody byly tyto vysledky konfrontow
s chelatometrickou metodou. Tato metoda byla prered Hasakovou z
Ustavu potravingského inzenyrstvi a chemie. Metoda je zaloZena na

stejném principu s ob#&mu koncovky stanoveni, kdy se 5 ml vzorku
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protrepal s 5 ml suspenzi fosfameanu néd'natého a nechal s 5 minut stat.
Po odstedéni této smsi se odebralo 7 micirého roztoku, pidala se
kyselina chlorovodikova a indikator PAN, nakonecldyato sngs titrovana
chelatonem Il zéervenofialové do Zlutozelené barvy. Vysledky tohoto

stanoveni jsou uvedeny v tabulce IXb.

Tab. IXb: Ptimérny potet aminokyselinovych zbytkv hydrolyzatech

stanovené chelatometricky [24]

koncentrace Cu | koncentrace Cu
u aminokyselin u polypeptidu priraé;rg);tﬁc:iéet
K1 (mg/10ml) K2 (mg/10ml)

H-HOL 4,067 0,4373 18,6
HYKOL 2002 3,971 0,2587 30,7
MH 4,082 0,1078 75,7
vZ 4,035 0,1109 72,8
ICrA 3,431 0,1071 64,1
VY 1 2,875 0,1606 35,8
E-HYKOL 3,066 0,2523 24,3
H-KOL 3,061 0,3046 20,1

Hodnoty stanovenéretézové hmotnosti peptid (praimérny pocet
aminokyselinovych zbytk) ziskané chelatometrickou metodou slouzil
Hasakové [24] k o¥ifeni teoretického iedpokladu, Ze se sniZzujicim se
obsahem aminokyselinovych zbyikstoupa obsah aminokyselin v daném
hydrolyzatu.. Tento trend potvrzuje obrazek 22egtoZe rozptyl dosazenych

hodnot je pomirné velky (koeficient korelace).
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Obr. 22:

Zavislost obsahu —NHskupin na potu AK zbytka stanovenych

chelatometricky [24]

0,8

. y = -0,00797x + 0,69060
06 | . R? = 0,50525

obsah -NH2 [mmol/l]
o
N

AK zbytky

Obr. 23:

Zavislost obsahu —NHskupin na potu AK zbytka stanovenych

voltametricky

Hodnoty stanovené koncovou voltametrickou metodoa KSily
v nékterych pipadech vyrazé (nap.VZ) a jindy jen nepatrd (nap.
E-Hykol). Porovnanim vysledk se nedal ufit ziejmy divod, pra tomu tak
je. Sestavenim stejné zavislosti (obr. 23) bylo ide@co stejného trendu jako

u Hasakové, ale koretai koeficient byl tomto pipadc jeSt horsi.
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Sowasre se stanovenim vzotk byl vZzdy proveden slepy pokus,kde
byl zachovan cely postup, ale vzorek byl nahrazesstdovanou vodou.
Mnozstvi medi v téchto slepych pokusech &y docela Siroké roz§i a
pohybovaly se cca od 0,02 do 0,06 mb-{mnoZstvi né¢di ziskané ze
standardnich fddavki). Jelikoz koeficienty spolehlivosti dosahovaly hoxd
az 0,9999, lze usuzovat igsnost stanoveni koncovou voltametrickou
metodou a tedy chyba stanoveni vznika jidvee. Toto se vSak dhem préace
nepoddilo ovérit, ale ziskané poznatky jiststoji za dalSi avahy a pozornost

v této oblasti badani.
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ZAV ER

Cilem této diplomové prace bylo modifikovat stareoltametrickou
metodu, kterd vyziva schopnosti vybranych latek ftvokomplexni
slou¢eniny s néd’natym iontem. Pes paéateini obtize se poddo zvolit
vhodny elektrolyt (0,1 M kyselina du&id), ve kterém fesnost stanoveni
dosahovala velmi vysoké Uro¥nJelikoz analyzované latky, tedy hydrolyzat
kolagenu, PVA a Xanthan, &y vliv na stanoveni rdd’natych ionfi praw
diky tvorbé komplexu, byla do této metody #mena mikrovinna

mineralizace.

Toto stanoveni bylo {jvodné navrZzeno na stanovenitetézové
hmotnosti hydrolyzatu kolagenu. To se také po U@Edv metody podalo
overit, ale po srovnani s chelatometrickou metodou dekané hodnoty
v nékterych gipadech liSily a Bhem prace se nepotibo najit pricinu téchto

nesrovnalosti.

Ze ziskanych poznatk Ize tuto metodu aplikovat na stanoveni
koncentrace Xanthanu a hydrolyzatu kolagenu, a tkalibrani zavislosti
koncentrace &hto latek a mnozstvi &di, ktera se vaze gmito latkami do
komplexu. Metoda vSak neni selektivni a stanovemdirjak tyto latky ve
smeési tak i PVA.

Voltametrické stanoveni popisovanych latek a jeplikace se v této
praci potykaji s Bkolika nedostatky, které nebyly &asovych dvoda
odstrargny. AvSak do budoucna by mohlyipést cenné informace pro tuto
oblast zkoumani a metody by pak mohly nalézt sviaugni ve wdeckych a

vyzkumnych¢innostech.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ELSD

PAN

PLGA

HPLC

PFTE

NPK

PVA

DPV

HMDE

DPASV

AAS

ETA

M

AK

Evaporative light scattering detector
1-(2-pyridylazo)-2-naftol

Polymer polyDL-laktid-co-glikolid

Vysoko &inna kapalinova chromatografie
Polytetrafluoretylen

Hnojivo s obsahem dusiku, fosforu a drasliku
Polyvinylalkohol

Diferertni pulsni voltametrie

Visici rtuwova kapkova elektroda

Diferen¢né Plzni anodicka rozpou&ti voltametrie
Atomova absorpni spektroskopie
Elektrotermicka atomizace

Jednotka latkové koncentrace [mot]l

Aminokyselina
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