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Abstrakt

Pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim byly zkoumany vlastnosti roztoka
pektinu o rizné koncentraci ve vodé. Dale byl zkouman vliv rozpoustédla na zmény chovani
pektinu v 0,15 M vodném roztoku chloridu sodném a pufru PBS o pH 7.,4. Pro vyhodnoceni
vlastnosti roztoki byly vysledky porovnavany s roztoky pektatu. Bylo zjisténo, ze pektin
v raznych roztocich méni své charakteristiky, které byly pozorovany diky zménam parametra
ultrazvukovych vin.

Abstract

Pectin solutions of various concentration in water has been investigated using high resolution
ultrasonic spectroscopy. Furhermore, the influence of solvent on the properties of solutions
by dissolving pectin in 0.15 M aqueous solution of sodium chloride and buffer
PBS at pH 7.4. For comparison the properties of the pectin solutions were compared with
solutions of pectate. It was found that pectine changes characteristics in differenet solutions.
These changes have been observed due to changes in the parameters of ultrasonic waves.
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1 UVOD

Pektin se fadi mezi polysacharidy, ktery se vyskytuje v ovoci a zeleniné a hraje podstatnou
roli v technologickych procesech. Je dilezitym z hlediska zdravi i vyzivy. Jedna se o latku,
jenz ma velky vyznam jako vlaknina, na kterou se vazou tézké kovy. Je tedy pouzitelny jako
protilatka pti otrave témito kovy (rtut’, olovo, arsen). Z biotechnologického hlediska se pektin
Vyuziva pro zpracovani ovoce a zeleniny. [22, 23]

Pektiny jsou bud’ nerozpustné ve vode (tzv. protopektiny) nebo piisobenim protopektinaz
se stavaji rozpustnym. Rozpustnost ve vodé postupné klesa s rostouci molekulovou hmotnosti
a stupném esterifikace karboxylovych skupin. Tato vlastnost se projevuje pii hospodafeni
bunék svodou. Pfi zrani ovoce dochédzi k meknuti plodu, coz se deje diky preméné
nerozpustnych pektini na rozpustné. [21]

Pfi zpracovani ovoce vznika mnoho odpadu, ktery je bohaty na pektin, ale jeho potencial
zustava nevyuzity. Bylo by vSak mozné tento odpad dale zpracovat a ziskat z n€j pektin, jenz
se vyuziva manufakturné pii vyrobé cukrovinek a taktéz marmelad. V primyslu je Siroce
vyuzivan pravé jako Zelirovaci slouCenina, ktera je izolovana ze slupek citrusovych ploda.
Toto zahustovadlo je obecn€ znamo pod oznacenim E440. [22]

Hlavnim cilem této prace je popsat chovani pektinu ve vodném roztoku, roztoku chloridu
sodného a pufru PBS pfi riznych koncentracich pektinu. Tato charakterizace bude provedena

metodou ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozlisenim.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Pektin

Nazev pektin je odvozen z feckého slova ,,pectos”, coz znamena zelirujici, stavajici se
pevnym. [1]

Pektiny jsou polydisperzni polysacharidy rostlinného pavodu, které se nachazeji
predevsim v pletivech ovoce a zeleniny. Konkrétné se vyskytuji v primarni sténé a stiedni
lamele. Nejvétsi koncentrace pektinu je zaznamenana v raném stadiu vyvoje rostliny, jeho
mnozstvi se v prub&hu zrani snizuje. Na mnozstvi pektinu mize mit vliv i zptisob skladovani
a zpracovani materialu bohatého na pektin. Tyto aspekty se muzou podepsat na zméné
textury. [2, 3]

Pektinové slouceniny zabezpecuji vyménu vody a nékterych soli. Mezi jejich dalsi Siroce
vyuzivanou vlastnosti je tvorba gelt. Jejich struktura zavisi na mnoha faktorech a muze
v prubéhu rustu rostliny znateln€ ménit samotnou rostlinu. [4]

Je hlavni slozkou primarnich bunécnych stén vSech rostlin. Je smési rozvétvenych
heterogennich a vysoce hydratovanych polysacharidl, jehoz zakladni fetézec je tvofen asi
25 — 100 jednotkami D-galakturonové kyseliny. Useky této kyseliny jsou navzajem spojeny
vazbou a-(1—4). Tento fetézec byva Casto esterifikovan metanolem nebo acetylovan, a to
v poloze C-2 nebo C-3. Pokud je methylace znatelnd na vice nez poloviné karboxylovych
skupin, potom se jedna o vysokomethoxylovy nebo vysokoesterifikovany pektin.
Je-li methylace nizs$i nez 50 %, jedna se o nizkomethoxylovy neboli nizkoesterifikovany
pektin. Jednotlivé skupiny galakturonové kyseliny ukoncuje jednotka L-rhamnopyranosy,
ktera je vazana glykosidickou vazbou v poloze a-(1—2). [2, 5]

Jako rhamnogalakturonany se oznacuji Useky polysacharidd obsahujici okolo
1- 4% rhamnosy. Volné skupiny obsahujici karboxyl jsou hojné neutralizovany a objevuji se
tedy ve formé soli. Pektiny jsou tvofeny 300 — 1000 riznymi monosacharidovymi
jednotkami, jejichz celkova molekulova hmotnost je v rozsahu 50 — 150 kDa. [2, 5]

Chemicka struktura a pojmenovani dané sekvence pektinu je uvedena na Obrazku 1.
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Obrazek 1:Vzorec pektinu. [6]

V postranné vétvenych Castech struktury se Casto vyskytuji D-galaktosa a L-arabinosa,
které maji strukturu arabinanti a arabinogalaktant riznych typd. Tyto nesubstituované
jednotky jsou oznacCovany jako ,vlasové a hladké“ useky molekul. Tyto casti jsou také
vazebnymi zonami. [5]

Rozvétvena cast pektinu se skladd ze tifi jednotek: rhamnogalakturonan I (RG-I),
rhamnogalakturonan II (RG-II) a xylogalakturonan. Ve struktufe se vyskytuji v riznych
pomeérech, coz je dano puvodem pektinu. [5]

Rhamnogalakturonan I je slozen z 1,4-galakturonové kyseliny ukon¢enou glykosidickou
vazbou 0o-(1—2) na L-rhamnopyranosu. Na RG-I jsou pfipojeny jednotky arabinosy,
rhamnosy a galaktosy, které jsou vazany vazbou (1—2). Struktura RG-II je oproti RG-I
nekolikanasobné slozitéj§i. Je slozen z galaktosy, xylosy, arabinosy, manosy, glukosy
a dalSich monosacharidovych jednotek. Tento fetézec pektinu je také vysoce odolny vici

enzymu o-1,4-endopolygalakturonase. [4]

2.1.1 Historie pektinu

Pektin poprvé izoloval a popsal Henri Braconnot v roce 1825. Pozorovanim jedné
z vlastnosti pektinu a to gelovaténim dzeml a marmelad. Tato vlastnost byla objevena jiz
dlouho predtim. Pozoroval jen to, které ovocné plody obsahuji vétsi koncentrace kvalitniho
pektinu. [7]

Firmy zabyvajici se vyrobou dzemd a marmelad se béhem prumyslové revoluce obratily
na vyrobce jableCnych dzust, aby od nich ziskavali jablecnou matolinu, ze které mohl byt

pektin povaienim izolovan. [7]



Ve dvacatych a tiicatych letech 20. stoleti byly postaveny tovarny pro komer¢ni extrakci
pektinu ze suSené jablecné matoliny a pozdé€ji i z citrusovych slupek. Pektin byl nejprve
prodavan jako kapalny extrakt, ale v souc¢asné dobé se Castéji pouziva jako suchy prasek,

ktery se jednoduseji skladuje. [7]

2.1.2 Vyuziti pektinu

Hlavni podil vldkniny v citrusovych plodech tvofi pektin, ktery zaujima
65-70 % z celkového obsahu vlakniny. Pektin zastoupeny ve stravé ovliviiuyje nekolik
metabolickych a travicich procest, predevsim spojenych s metabolismem glukozy a hladinou
cholesterolu. Vyzkumy na zvitatech i1 lidskych dobrovolnicich ukazuji, ze zafazeni pektinu
do stravy vyznamné snizuje absorpci glukézy s odpovidajicim poklesem hladiny inzulinu
v séru. Dale bylo prokazano, ze konzumace pektinu z ovoce vede k vyznamnému sniZeni
hladiny LDL cholesterolu a ke zlepSeni dalSich parametri spojenych s hyperlipidémii.
V lidském téle ve vodé€ rozpustna vlaknina, jako je pektin, vytvafi v zazivacim traktu gely,
které zpomaluji vyprazdiiovani zaludku a také traveni a absorpci. Tento proces zvysSuje pocit
sytosti a muze snizit miru absorpce glukozy. Pusobi tedy jako prevence vysokych hladin
glukézy v krvi nasledné po pifijmu potravy. Kolisani hladin glukézy v krvi vede bud
k hyperglykémii (zvySena hladina glukézy v krvi) nebo hypoglykémii (nizka hladina glukozy
v krvi). Pektin je také vhodny pro podporu regulace télesné hmotnosti. Konzumace pektinu
vede také k naruSeni reabsorpce zluCovych kyselin ve stfeveé, coz patrné snizuje hladiny
cholesterolu v plazmé. Doporuceny piijem vlakniny se pro dospélého pohybuje
od 25 do 30 gramu na den, ale v mnoha rozvinutych zemich je nizsi, ptiblizn¢ 15 grami na
den. Zatazeni citrusovych plodd do denniho jidelnicku mize pomoci dosahnout doporucené
hodnoty. Pokud snite jeden stfedné velky pomeran¢ denné, ziskate pfiblizné 3 gramy
vlakniny. [8]

V Tabulce 1 muzeme vidét obsah pektinu v susin€, ktery obsahuji razné rostlinné

materialy.



Tabulka 1: Obsah pektinu v ruznych typech rostlinného materidlu. [27]

Rostlinny material Obsah pektinu (% suSiny)
Visné 0.4
Jahody 0,6
Merunky 1,1
éerny rybiz 1,5
Brambory 2,0
Cibule 4.8
Travy 2,0-6,5
Hrozny 6,9
Fazole 6-9
Jablecné slupky 19-20
Jable¢ny matolin 10-15
ﬁepné rizky 10-20
Okveéti luzka slunecnice 15-25
Citrusové slupky 10-35

2.1.3 Tvorba gelu

Gel je tvofen v zavislosti na stupni esterifikace pektinu. Pektiny, které jsou
vysokoesterifikované podléhaji gelovaténi v prostiedi kyselin. Voda je vazana na cukr a tim
se snizuje stupen hydratace pektinu. Zaroven kyseliny potlacuji disociaci karboxylovych
kyselin. Obecné plati, ¢im je vyssi stupen esterifikace, tim mensi mnozstvi kyseliny je tieba,
aby byl gel vytvoren. Idealni podminky pro gelovaténi pektinu poskytuje pH pohybujici se
okolo hodnoty pH 3. Nékteré gely mohou byt ohfivanim pfevedeny na roztok a ochlazenim
roztoku opét na gel, ovSem pektinovy gel touto vlastnosti nedisponuje. [2, 10]

Pokud pfidame do smési alginat sodny, vznikaji pevnéjsi gely pii nizké koncentraci cukru
a praveé tyto jsou termoreverzibilni. Alginaty s vysSim obsahem glukuronové kyseliny tvori
stabilngjsi gely zejména v kombinaci s pektiny se stupném esterifikace okolo 70 %. [2]

Pektiny nizkoesterifikované tvoii gely v pfitomnosti iontl vapniku. Vznik gelu je poté
silné zavisly na teploté, iontové sile, pH a koncentraci pfidanych vapenatych iontt.
V kyselej§im prostiedi je nutné pridat vice vapniku nez v prostiedi méne kyselém. Tyto gely

vykazuji termoreverzibilitu. [10]
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2.2 Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim

Ultrazvuk se v mediciné vyuziva jiz témet 75 let. K analyze material(i vSak nebyl prili§
vhodny. Mezi jeho hlavni problémy patfilo nizké rozliSeni a velké mnozstvi vzorku, které
bylo pro analyzu nutné. VSechny tyto nedostatky vSak byly odstranény s vyvojem
elektronickych zafizeni, ktera dokazala ultrazvukovy signal 1épe zpracovat a reprodukovat
vysledky. [11]

Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozlisSenim, je také Casto oznacCovana zkratkou
HRUS (z anglického high resolution ultrasonic spectroscopy). Tato metoda je velmi podobna
vSem ostatnim spektroskopiim, avSak proti vétSiné spektroskopii vyuziva k analyze
elektromagnetické zafeni. Ultrazvukova spektroskopie vytvaii viny zvukové a tyto viny
generuje elektronicky zdroj. Oproti tomu elektromagnetické viny jsou nejcastéji generovany
zdrojem svételnym. Tyto viny je vétSinou nezbytné dale precistovat a specifikovat, na rozdil
od zvukovych vin. Vlny zvukové nam umoziuji zkoumat dokonce i objekt na vice
frekvencich najednou. Tento podstatny rozdil dovoluje ultrazvukové spektroskopii zkoumat
vzorek z jakéhokoliv materialu, vCetné objektt nepruhlednych. [11]

Rychlost zvuku ve vodé poprvé piesné mefili v roce 1827 Jean-Daniel Colladon a Charles
Sturm. Na zenevské jezero postavili dvé lod’ky ve vzdalenosti 13 487 m. Jejich specialni
vynalez uhodil do zvonu, ktery byl ponofen ve vod€, a souCasné byla odpalena naloz
stfelného prachu. Na druhé lod’ce stal pozorovatel, ktery mezi akustickym a optickym
signalem nameéfil ¢as 9.4 s, coz po snadném vypocCtu odpovida rychlosti 1435 m/s.
Coz nebylo na tehdejs$i poméry nepiesné méteni, jelikoz ve 21. stoleti je tabelovana hodnota

rychlosti Sifeni zvuku ve vodé 1 500 m/s. [12]

134837 m

Obrazek 2:Schéma prvniho méreni rychlosti zvuku ve vode. [12]
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2.2.1.1 Princip méreni na ultrazvukovém spektrometru
Drtiva vétSina méfeni v ultrazvukovém spektrometru se provadi komparativng, tj. méfeni
probiha jak v referencni cele naplnéné Cistym disperznim prostiedim, tak v cele mefici, ktera

obsahuje zkoumany vzorek. [13]

Generator g Analyzator
signalu Vibrace signalu

Vzorek

Obrazek 3: Schéma principu méreni HRUS. [14]

Analyza vzorku pomoci ultrazvukové spektroskopie je zalozena na méfeni charakteristik
ultrazvukovych vin Sificich se skrz analyzovany materidl. Jsou zde dva piezoelektrické
prevodniky, které maji schopnost ménit elektricky signél na ultrazvukovou vlnu a naopak.
Nejdiive jeden z prevodnikd zméni elektricky signal na ultrazvukovou vinu, kterou vysila
do vzorku. Na druhé stran€, jak ukazuje Obrdzek 3, je dalSi piezoelektricky prevodnik,
ten zachyti signal v podobé viny a méni ji na signal elektricky, ktery je déale zpracovan
pocitaCem. Vlna prochazejici analyzovanym vzorkem pfi pruchodu ztraci Cast své energie
a dochazi ke zménam v rychlosti a také se zméni jeji amplituda. Zmény téchto vlastnosti je
mozné diky ultrazvukovému spektrometru zachytit a nasledné€ vyhodnocovat. [14]

Elasticita a hustota vzorku nejvice ovliviiuji rychlost a amplitudu vlny, ktera jim prochazi.
Pon¢kud vétsi roli vSak hraje elasticita, jenz je velmi senzitivni na intermolekularni interakce
a molekularni uspotadani, a také proto, ze plyny a kapaliny maji niz§i modul pruznosti v tahu
v porovnani s pevnymi latkami. V disledku téchto aspekt vina prochazi rychleji skrze pevné
materialy, jak mizeme vidét na Obrdzku 4. [15]

Pti prichodu viny vzorkem dochazi k jeho kompresi a dekompresi. Tyto zmény jsou vSak
velmi malé, a proto se ultrazvukova spektroskopie oznacuje za nedestruktivni techniku.
Ultrazvukova vlna je velmi citlivd na intermolekularni sily, které jsou zakladni stavebni
jednotkou materialu. Ultrazvukova spektroskopie je jedina metoda, kterd je schopna tyto sily

ptimo méfit. [14]
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Obrazek 4: Priichod ultrazvukové viny ruznymi prostiedimi. [15]

Ultrazvukovou spektroskopii s vysokym rozliSenim se vzorky méti v nékolika frekvencich
v rozsahu 2700 — 14 900 kHz. Jednotlivé frekvence, na kterych probihd méfenti,

jsou charakterizovany c¢islem piku. [16]

2.2.1.2 Vyuziti ultrazvukové spektroskopie

Ultrazvukova spektroskopie se velmi cCasto vyuziva ke strukturni analyze a detekci
chemickych reakci. Dale je mozné ji pouzit k pozorovani konformacnich zmeén
v biopolymerech a micelizaci. Vitaly Buckin popsal enzymatickou hydrolyzu maltoheptozy

pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozli§enim. [17]

2.2.2 Studium koncentrace cukru v roztoku

Elementarni méfeni na ultrazvukovém spektrometru slouzi naptiklad ke stanoveni urcité
latky v roztoku, ktery muze obsahovat urCitou latku, v tomto ptipadé cukr. Na Obrdazku 5
muzeme vidét koncentraCni zavislost zmény rychlosti na koncentraci cukru ve vzorku.
Posléze diky této kiivce muzeme urcit koncentraci daného cukru v neznamém vzorku. [18]
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Obrazek 5:Zavislost rychlosti na koncentraci cukru. [18]
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2.2.3 Studium krystalizaé¢ni kinetiky ultrazvukovou spektroskopii

Lysozym nés chrani pred bakterialni infekci tim, ze napadne bakterialni bunécné stény,
coz zpusobuje jejich prasknuti. Zmeénou podminek experimentu mohou byt vytvoreny krystaly
o ruzném mnozstvi a velikosti. Mnozstvi krystald, jakozto i posouzeni velikosti krystala
a interakce mezi nimi, jsou dulezitou soucasti rutinni analyzy ve farmaceutickém pramyslu.
[19]

Krystalizace lysozymu byla analyzovana za pouziti spektrometru HRUS 102. Pfi tomto
meéteni byl pouzit 1 ml roztoku lysozymu (40 mg / ml) v 0,1 M acetatu sodného o pH 4,8.
Urychlujici ¢inidlo se pifidalo ke vzorku a byla pozorovana kinetika krystalizace.
Na Obrazku 6 mizeme vidét 3 faze procesu krystalizace. V prubéhu prvnich 205 minut
reakce neni detekovana zadna vyznamna zmeéna. Na konci etapy (I) je znatelné ultrazvukové
zeslabeni a rychlost se zane zvySovat v dasledku tvorby krystalt. Toto zvySeni pokracuje
pres stupen (II), jak koncentrace tak i velikost krystalt roste. Narast v ultrazvukové rychlosti,
je zpusoben zvySenim tuhosti vzorku, v dasledku tvorby krystald. V prabéhu etapy (II)
ultrazvukova rychlost zacina postupné klesat a ve fazi (III) je ultrazvukova rychlost snizena,

coz indikuje konec tvorby krystalt, které maji velikost nékolik mikrond. [19]

c

') " - — -
() SIS Etﬁ\—/'x—"‘":‘.

i (1) (1) o

0.2

g
=]

3.5 4.0 4.5
Cas [h]

Zména v ultrazvukové rychlosti [m/s]
[w/T] 1Uaqe|Saz anoyNAZRIIN

Obrazek 6:Znazornéni pritbéhu reakce vzniku krystahi. [19]
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2.2.4 Tepelné prechody ve vodném roztoku karagenanu

Karagenany jsou skupinou linearnich potravinatfskych polysacharidt, které se ziskavaji
z Cervenych mortskych fas. Maji jedinecnou schopnost vytvorit téméf nekonecné mnozstvi
gelll za laboratorni teploty — tuhé, kompatibilni, s vysokou nebo nizkou teplotou tani.
Na Obrazku 7 mizeme vidét multi-frekvenéni ultrazvukovou analyzu roztaveni
karagenanového gelu za pouziti HRUS 102 spektrometru. Pod 30 °C a nad 48 °C,
ultrazvukova rychlost vykazuje linearni zavislost na teploté, ktera je dusledkem obvyklého
(pro vétsinu material(l) snizeni modulu pruznosti s teplotou. ZvySeni ultrazvukové rychlosti
bylo zplisobeno zvySenim hydratace urCitych skupin karagenanu, v dusledku taveni jeho
helikalni struktury a rozpadem intermolekularnich spojeni mezi molekulami. Pokles
ultrazvukového zeslabeni v pfechodném teplotnim intervalu vyplyva ze ztraty polymerni sité.
Rychlost a zeslabeni, ktery je nadale poskytovan poskytuje dalsi informace o dynamickém
chovani gelové sité. Ultrazvukova spektroskopie umoziiuje detekci bodu gelace, stejné jako
analyzu transformaci v helikalni struktufe polymeru a charakterizaci struktury gelové sité.

V tomto experimentu mizeme vidét pouziti HRUS v teplotnim rezimu. [20]
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Obrazek 7:Zavislost ultrazvukové rychlosti na teploté pri rozpadu gelu. [20]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Pektin z citrusové kiry: Sigma-Aldrich Co. (Dansko)

Pektin z citrusovych plodd, esterifikovany draselnou soli z 55-70% (Ceska republika)

Chlorid sodny: Lachner (Cesk4 republika), &istota 99,5%

Hydrogenfosfore¢nan didraselny: Lachner (Ceska republika)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny: Lachner (Ceska republika)

3.2 Priiprava roztoku

3.2.1 Priprava zasobniho roztoku NaCl
Pro pfipravu zasobniho roztoku chloridu sodného o koncentraci 0,15 M bylo rozpusténo
8,766 g NaCl v 1 1 ultra Cisté deionizované vody z piistroje PURELAB. Roztok byl umistén

na magnetickou michacku a michan po dobu 24 h.

3.2.2 Priprava zasobniho roztoku PBS

Pro piipravu zasobniho fosfatového pufru PBS o pH = 7,4 bylo navazeno a rozpusténo
2,83 g hydrogenfosfore¢nanu didraselného, poté 0,19 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
a nakonec 8,00 g chloridu sodného. VSechna tato mnozstvi jednotlivych latek byla rozpusténa
v 1 litru ultra ¢isté deionizované vody z pfistroje PURELAB. Roztok byl uzavien a michan

na magnetické michacce po 24 h.

3.2.3 Priprava zasobnich roztoku pektinu a pektatu

Zasobni roztoky pektinu a pektatu pouzité pii meteni byly pfipraveny rozpusténim piedem
vypocitaného mnozstvi pektinu ¢i pektatu v daném rozpoustédle (ultra Cista deionizovana
voda z pfistroje PURELAB; 0,15 M chlorid sodny; PBS o pH 7,4). Jednotlivé slozky
zasobnich roztoku byly vazeny (pektin, rozpoustédlo), aby nedoslo k nezadoucim chybam.
Nasledné byly tyto roztoky 24 h michany na magnetické michacce a teprve poté fedény

na pozadované koncentrace.
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Redéni zasobnich roztokd probihalo vzdy az po dokonalém rozpusténi veskerého mnozstvi
vzorku. Takto pfipravené roztoky byly opét ponechany 24 h na michacce, aby se dosahlo
stejnomérného zastoupeni pektinu ¢i pektatu v celém objemu roztoku. Tento postup byl
podobny pro pfipravu roztoka se vSemi typy rozpoustédel.

Vytvorena kalibracni fada, dle které se proméfil jak pektin, tak pektat. Pfipraveny byly
roztoky o koncentracich 0,01 g/1; 0,05 g/1; 0,1 g/1; 0,2 g/1; 0,3 g/1; 0,4 g/1; 0,5 g/1; 0,6 g/1; 0,7
g/l; 0,8 g/1; 0,9 g/l; 1 g/l; 1,25 g/l; 1,5 g/l; 2g/1; 2,5 g/1; 3 g/l; 5 g/l; 7 g/1; 10 g/l; 12,5 g/1; 15
g/l; 17,5 g/l a 20 g/l
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3.3 Méreni ultrazvukové rychlosti

K méteni vzorka byl vyuzit pfistroj od firmy Ultrasonic Scientific, ktery nese oznaceni
HRUS 102. Tyto vzorky se méfily pii Sesti frekvencich v rozsahu 2735 — 14 900 kHz. Kazda
frekvence je charakterizovana ¢islem piku.

Pro ziskani spravnych vysledkl plati, ze ¢Cislo piku vzorku i referencniho roztoku musi byt
stejné, aby se méfilo vzdy za stejnych podminek. [16]

Cisla pike, pii kterych byly vzorky analyzovany, jsou 22,4; 42.4; 65,4; 93,9; 99,3 a 120,0.
Kazdy vzorek se méfil komparativné vici ultra Cisté deionizované vodé€, a to 1 v piipad€,
kdy byl pektin ¢i pektat rozpustén v roztoku chloridu sodného nebo pufru PBS. V referencni
cele byla umisténa voda a v méfici cele se nachazel zkoumany vzorek. Pfed spusténim méteni
bylo nutné vzorek odplynit. Odplynéni se provadélo na centrifuze, kterd bézela po dobu
5 minut pti otaCkach 3 000 rpm. Poté se do pristroje aplikovalo presné po 1 ml odplynéného
vzorku.

Pfi méfeni v experimentalni ¢asti bylo provadéno meéteni za konstantni teploty 25 °C, kdy
se proméfily vSechny vzorky koncentra¢ni fady. Z méfeni se do pocitate vzdy ukladal
protokol obsahujici hodnoty ultrazvukového zeslabeni a ultrazvukové rychlosti.

Kazda série roztoku byla prométena dvakrat.
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3.4 Méreni hustoty a ultrazvukové rychlosti denzitometricky

Vsechny vzorky koncentracni fady pektatu byly proméfeny na denzitometru DSA 5000 M,
ktery je vyrdbén firmou Anton Paar. Tento pfistroj velmi pfesné mefi hustotu vzorku
(na Sest desetinnych mist), dale zaznamenava rychlost ultrazvukové viny, ktera prochazi
vzorkem, a teplotu vzorku. Pii vyhodnoceni dat ultrazvukové rychlosti je mozné porovnavat
ultrazvukovou rychlost zméfenou na piistroji HRUS a rychlost ziskanou z denzitometru
DSA 5000 M. Vyhodnocovany byly hodnoty ultrazvukové rychlosti a hustoty pektatu
v rozmezi 20 — 50 °C s krokem 5 °C. Kazdy teplotni sken vzorku obsahoval 7 hodnot
ultrazvukové rychlosti a hustoty pfi zvySujici se teploté. Hodnota hustoty se meéfila
pro vypocet stlacitelnosti vzorka, ktera se spocita z ultrazvukové rychlosti a hustoty.

Samotné méfeni probihalo prvotnim nastfiknutim mensiho objemu vzorku do cely (1 ml),
aby se cela vycistila od Castic, které obsahoval piedesly vzorek. Poté nasledovala aplikace
meétfeného objemu analytu (3 ml). Bylo nutné, aby pfi néstfiku vzorek neobsahoval bublinky
plynu. Tato skute¢nost by mohla vyrazné ovlivnit vypovidajici hodnotu vysledki. Nezbytné
tedy bylo, aby se vzorek odplynil pomoci podtlaku v injekéni stfikacce. Denzitometr
obsahuje pro ujisténi o naprosté Cistoté vzorku také kameru, ktera mifi na méfici kapilaru
a pomaha nam se ujistit, ze vzorek je skute¢né dokonale odplynén. Pokud by nebyly bublinky
plynu z cely vytlaceny dal§i davkou analytu, denzitometr by automaticky zobrazil chybovou
hlasku. Vlastni meéfeni probihalo po nastaveni parametrd pro teplotni sken v rozmezi
20-50°C po dobu asi 45 min. Po uspéSném proméfeni vzorku se pfistroj nechal chladit
a méfeny vzorek byl vytlaten z denzitometru proudem vzduchu. Pfi pfechodu na jinou
koncentracni fadu byl pfistroj vymyt a taktéz byly zkontrolovany hodnoty pro referen¢ni
hodnoty vzduchu a vody. V ptipadé mé experimentalni ¢asti se méfila pouze hustota pektatu,

jelikoz hustota pektinu jiz byla zmétena.
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3.5 Vyhodnoceni dat a diskuze

Tato kapitola je vénovana vyhodnoceni naméfenych dat z ultrazvukového spektrometru
a denzitometru. Z ultrazvukového spektrometru jsou porovnany hodnoty relativni
ultrazvukové rychlosti pii konstantni teploté. Pti pouziti metody denzitometrické jsou hodnoty
hustoty a ultrazvukové rychlosti, Sifici se vzorky pektatu, ovlivnény zvysujici se teplotou.
Hodnoty vSech sledovanych veli¢in jsou ovlivnény také prostfedim, ve kterém jsou latky
rozpusteny.
Na zavér jsou porovnany ob¢ pouzité metody.
3.5.1 Charakterizace pektinu ultrazvukem s vysokym rozliSenim (HRUSem)

3.5.1.1 Ultrazvukova charakteristika pektinu ve vodé
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Graf 1: Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti a relativniho zeslabeni na koncentraci
roztoku. (11 578 kHz)

Graf 1 popisuje zavislost relativni ultrazvukové rychlosti prochazejici vzorkem
(coz je rychlost zvuku ve vzorku, od které je odeCtena rychlost zvuku v referencni cele) a
relativniho zeslabeni ultrazvukové viny (coz je zeslabeni zvuku ve vzorku, od které je
odecteno zeslabeni zvuku ve srovnavaci cele) v zavislosti na koncentraci analytu. Vysledkem
je pro kazdou koncentracni fadu linearni zavislost. Tato zavislost se sestavila z praméru
méfeni koncentracnich fad pektinu. ZvySovanim koncentrace dochazi k linearnimu nartstu
relativni rychlosti. Prolozenim vSech bodi kazdé koncentracni fady spole¢nou piimkou,
ziskame rovnici regrese s vicenasobnym korela¢nim koeficientem. Pfi méteni pektinu ve vodé
byla ziskana hodnota této rovnice y=0,2549 x +0,0206 s vicenasobnym korelacnim

koeficientem R = 0,999 8.
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Graf 1 znazoriuje zavislost priméru hodnot z naméfené koncentracni fady pektinu
ve vodé pii frekvenci 11 578 kHz. Tato frekvence je typicka pro pik, ktery se vyznacuje
charakteristickym cCislem 65,4. Nejvys§i hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti
(5,090 7 m/s) bylo dosazeno pfi méteni roztoku pektinu ve vodé o koncentraci 20 g/1. Nejnizsi
hodnota relativni rychlosti (0,014 3 m/s) byla zmeéfena u roztoku s nejniz§i hmotnostni
koncentraci, tedy u roztoku o koncentraci 0,01 g/l. Mizeme také vypozorovat, ze relativni
zeslabeni nevykazuje pfimy linearni trend a proto jej v dalSich Castech této prace nebude
relativni zeslabeni do grafi vynaseno. V pfiloze je mozné nalézt Graf X 1, ktery zobrazuje
stejnou zavislost, jenom meéreni na ultrazvukovém spektrometru probihalo pii frekvenci

12 193 kHz.

3.5.1.2 Ultrazvukova charakteristika pektinu v chloridu sodném
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Graf 2: Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na koncentraci roztoku pektinu v chloridu
sodném. (11 578 kHz)

V Grafu 2 je znazornéna zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na koncentraci pektinu
v chloridu sodném. Chlorid sodny mé vys$si hustotu nez ultra Cistd deionizovana voda.
Na zakladée tohoto predpokladu bylo jiz pred méfenim jisté, ze se hodnoty relativni rychlosti
posunou do vyssich hodnot. Ultrazvukova vina se totiz §ifi rychleji v prostfedi, které ma vyssi
hustotu. Nejniz§i hodnotu ultrazvukové rychlosti (14,5050 m/s) vykazoval roztok
o koncentraci 20 g/l. Nejniz§i hodnota Sifeni ultrazvuku vzorkem vztazend na rychlost

v referencni cele (9,605 7 m/s) byla zjisténa u vzorku o koncentraci 0,01 g/l.
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Pfi méfeni pektinu v chloridu sodném byla =ziskana hodnota rovnice regrese
y=0,242 7 x + 9,547 3 s vicenasobnym korelacnim koeficientem R =0,998 9. Graf méfeni
pro frekvenci 12 193 kHz je uveden v piiloze v Grafu X 2.

3.5.1.3 Ultrazvukova charakteristika pektinu v PBS
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Graf 3: Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na koncentraci roztoku pektinu v PBS.
(11578 kHz)

Naméfena data (Graf 3) popisuji zavislost relativni rychlosti ultrazvukové viny na
koncentraci roztoku pektinu v PBS. Nejvyssi hodnoty ultrazvukové rychlosti (15,951 2 m/s)
dosahoval opét nejvice koncentrovany roztok. Nejnizsi hodnota (11,197 5 m/s) byla namétena
u roztoku o nejnizsi koncentraci. Nejnizsi 1 nejvyssi hodnota ultrazvukové rychlosti byly
znovu posunuty do vysSich hodnot. Z tohoto faktu mizeme usoudit, ze PBS vykazuje vyssi
hustotu nez ultra Cistd deionizovand voda i chlorid sodny. Pfi méfeni pektinu v PBS byla
ziskana rovnice regrese ve tvaru y=0,2334x+ 11,241 svicenasobnym korelacnim
koeficientem R =0,999 5. Vysledny graf pro méfeni o frekvenci 12 193 kHz je uveden

v ptiloze pod oznacenim Graf X 3.
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3.5.1.4 Porovnani relativni ultrazvukové rychlosti pektinu ve vodé s hustotou pektinu

v chloridu sodném a pektinu v PBS
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Graf 4: Porovndni ultrazvukovych rychlosti v zavislosti na prostiedi v koncentracni radé
pektinu od 0,01 g/l do 20 g/l. (11 578 kHz)

Graf 4 porovnava relativni ultrazvukové rychlosti pektinu ve vodném prostiedi,
v prostiedi chloridu sodného a PBS. Je zietelné, ze hodnoty namétfené v prostiedi chloridu
sodného a PBS dosahuji vyssich hodnot nez je tomu v pifipadé pektinu rozpusténého v ultra
Cisté deionizované vod€. Tento fakt je zpusoben hustotou prostiedi. Tomuto jevu ovSem
prispélo také to, ze v referencni cele byla vzdy pfitomna ultra ¢ista deionizovana voda, viaci

které se mérilo u vSech koncentra¢nich rad.
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3.5.2 Charakterizace pektatu ultrazvukem s vysokym rozliSenim (HRUSem)

3.5.2.1 Ultrazvukova charakteristika pektatu ve vodé
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Graf 5: Porovndni relativni ultrazvukové rychlosti vzorkit pektinu a pektatu rozpusténych
ve vodé o koncentraci 10 g/l, 12,5 g/l, 15g/l, 17,5 g/l a 20 g/l pri konstantni teploté 25 °C.
(11578 kHz)

Graf 5 znazoriuje zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na koncentraci pektinu
a pektatu rozpusténého ve vodé. Méfeni bylo provedeno pro celou koncentracni fadu pektatu
v ultra Cisté deionizované vodé (0,01 g/l — 20 g/1). V grafech pro jednotliva méfeni roztoka
v raznych rozpoustédlech jsou zobrazeny jen hodnoty péti nejvyssich koncentraci. Tento krok
byl proveden z divodu vétsi prehlednosti jednotlivych grafi. Nejvyssi hodnoty relativni
ultrazvukové rychlosti (5,275 8 m/s) dosahuje opét nejkoncentrovanéj§i roztok pektatu
ve vodé. Velikost této rychlosti je o 0,185 1 m/s vétSi nez tomu bylo v pfipadé stejné
koncentrovaného pektinu ve vodé. Tento rozdil mize zpisobovat jina struktura samotného
pektatu, ktera ovlivni jeho chovani v roztoku a ultrazvukova vlna se §ifi vzorkem vétsi
rychlosti. Pokud body prolozime regresni pfimkou, dostaneme rovnici regrese ve tvaru

y =0,265 7 x + 0,023 2 s vicenasobnym korelacnim koeficientem R = 0,999 3.
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3.5.2.2 Ultrazvukova charakteristika pektatu v chloridu sodném
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Graf 6: Porovndni relativni ultrazvukové rychlosti vzorkii pektinu a pektdtu rozpusténych
v chloridu sodném o koncentraci 10 g/l, 12,5 g/l, 15g/l, 17,5 g/l a 20 g/l pri konstantni teploté
25°C. (11 578 kHz)

V Grafu 6 je znazornéna zavislost relativni rychlosti ultrazvuku na koncentraci v roztocich
pektatu a pektinu v chloridu sodném. Opét je mozné vyhledat nejvyssi hodnotu rychlosti
ultrazvuku (15,580 1 m/s) ve vzorku pektatu v chloridu sodném, ktera se od nejvyssi rychlosti
Sifeni ultrazvukové viny pektinem v chloridu sodném 1isi o 1,075 1 m/s. Coz je vétsi rozdil
nez tomu bylo pfi porovnani vzorkt pektinu a pektatu ve vodé. Prolozenim regresni ptimkou,

dostaneme rovnici regrese ve tvaru y =0,2459x + 10,554 s vicenasobnym korelacnim

koeficientem R = 0,998.
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3.5.2.3 Ultrazvukova charakteristika pektatu v PBS
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Graf 7: Porovnani relativai ultrazvukové rychlosti vzorki pektinu a pektdtu rozpusténych v
PBS o koncentraci 10 g/l, 12,5 g/l, 15g/1, 17,5 g/l a 20 g/l pri konstantni teploté 25 °C.
(11578 kHz)

Graf 7 popisuje zavislost relativni rychlosti ultrazvuku na koncentraci roztoktu pektinu
a pektatu rozpusténych v PBS. Nejvyssi hodnota rychlosti §ifeni ultrazvukové rychlosti
vztazena na rychlost vreferenéni cele (16,171 7m/s) byla naméfena u nejvice
koncentrovaného pektatu (20 g/l). Tato rychlost se li§i od nejvyssi dosazené rychlosti
pfi meéfeni pektinu v PBS o 0,220 5m/s. Regresni pfimka ma v tomto pfipadé tvar
y =0,235 4x + 11,396 s vicenasobnym korelacnim koeficientem R =0,997 2. Pfi porovnani
vSech tii prostiedi je vidét, ze nejveétsi rozdil je znatelny u rozpoustédla, kterym byl

0,15 M chlorid sodny. Tento jev je mozné vidét na Grafu X 4 (ptiloha).

3.5.3 Charakterizace pektatu denzitometrii

Pomoci denzitometru DSA 5000M byla métfena hustota a rychlost ultrazvukovych vin
prochézejicich vzorky pektatu, které byly rozpustény ve vodném prostiedi, v prostredi
0,15 M NaCl a také PBS. Hlavni podstata méfeni spocivala v tom, ze nadavkovany vzorek
v U trubici se rozkmital na specifickou frekvenci, kterd je pfimo zavisla na jeho vlastnostech.
Podle této frekvence dokaze pfistroj velmi presné dopocitat rychlost prochazejiciho zvuku
a hustotu analytu. Teplotni sken se zvySujici se teplotou byl proveden pro vSechny kalibracni

kiivky v rozsahu od 20 °C do 50 °C s krokem 5 °C.
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3.5.3.1 Pektat ve vodé

Vysledné hodnoty teplotniho skenu ultrazvukové rychlosti a hustoty vSech roztoki pektatu

ve vodé o koncentraci 0,01 —20 g/l jsou graficky zaznamenany. Hodnoty hustoty pro

teplotu 20 °C jsou uvedeny v Tabulce X 1 a pro teplotu 50 °C v Tabulce X 2 (v pitiloze).

Hodnoty ultrazvukové rychlosti pro teplotu 20 °C jsou uvedeny v Tabulce X 3 a pro teplotu

50 °C v Tabulce X 4 (taktéz v priloze).
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Graf 8: Zavislost hustoty na koncentraci pektatu ve vodé v koncentracnim rozmezi od 0,01 g/l

do 20 g/l pri teploté 20 — 50 °C.

Data, ktera jsou vynesena v Grafu 8, znazornuji linearni zavislost hustoty na koncentraci

pektatu ve vodé v rozmezi teplot od 20 °C do 50 °C s krokem 5 °C. Po analyze grafu lze

usoudit, ze se zvySujici koncentraci roste linearné i1 hustota pektatu. Je tedy ziejmé,

e nejvyssi hodnotu hustoty (1,006 081 g/cm®) ma vzorek o koncentraci 20 g/l pii teplotd

20°C. Nejnizsi hustota (0,988 073 g/cm’) je pozorovana u vzorku o koncentraci 0,01 g/l

pii teploté 50 °C.

Po detailnim pfezkoumani Grafu 8 je ziejmé, ze rozestupy mezi jednotlivymi hodnotami

teplotnich skent nejsou vzdy stejné, ale zvétSuji se s rostouci teplotou. Tento jev je mozné

lépe pozorovat na Grafu 9, kde je rychlost ultrazvukové viny vztazena na koncentraci.

Nejvétsi rozdil nameéfené hustoty pro jednotnou koncentraci je v rozmezi teploty 45 — 50 °C,

zatimco nejmensi je pro teploty 20 — 25 °C.
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Graf 9: Zavislost ultrazvukové rychlosti na koncentraci pektatu ve vodé v koncentracnim
rozmezi od 0,01 g/l do 20 g/l pri teploté 20 — 50 °C.

Jak bylo jiz zminéno, tak denzitometr DSA 5000M méfi soucasn€ s hustotou také
ultrazvukovou rychlost. Zavislost ultrazvukové rychlosti na koncentraci pii razné teploté je
zobrazena v Grafu 9. Rychlost zvuku roste linearné s koncentraci, stejné tak je tomu
i v ptipadé hustoty (viz. Graf 8). NejvysSich hodnot ultrazvukové rychlosti (1 546,56 m/s)
dosahuje roztok pektatu o koncentraci 20 g/l pii 50 °C, rychlost se poté snizuje se snizujici
se koncentraci a primarné teplotou vzorku. Nejnizs§i hodnota rychlosti zvuku (1 482,39 m/s)
byla naméfena pii 20 °C u roztoku o koncentraci 0,01 g/1.

Pokud tedy porovname zavislost hustoty na koncentraci a zavislost ultrazvukové rychlosti
na koncentraci, mizeme usoudit, Ze je zde pozorovatelny opa¢ny trend. Ultrazvukova rychlost
pii zvySovani teploty roste, zatimco hustota klesa. Taktéz neplati ekvidistantni vzdalenost
mezi jednotlivymi teplotnimi skeny, protoze pii ohfivani dochazi ke zvétSovani rozdilu

ultrazvukové rychlosti pii stejné koncentraci. Tento fakt plati i pro pfipad hustoty.
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Graf 10:Zavislost ultrazvukové rychlosti a hustoty na koncentraci pektdtu ve vodé v
koncentracnim rozmezi od 0,01 g/l do 20 g/l pri teploté 30 °C a 35 °C.
Trendy obou veliin (hustoty a ultrazvukové rychlosti) v zavislosti na koncentraci
zobrazuje Graf 10 pii teplotach 30 °C a 35 °C. Z grafu je patrné, ze obé zavislosti jsou
linearni. Se zvySujici se koncentraci hustota roste, u ultrazvukové rychlosti také dochazi

k rastu, ale pfi srovnani s prubéhem pro hustotu neni narast tak markantni.
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Graf 11:Zdvislost hustoty a ultrazvukové rychlosti na teploté od 20 °C do 50 °C s krokem
5 °C pektdtu ve vodeé o koncentraci 0,1 g/l, 5g/l, 10 g/l a 20 g/I.
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Graf 11 vypovida o tom, zZe ultrazvukova rychlost s rostouci teplotou roste, zatimco
hustota klesa. Usuzuje se, ze Castice tvorici pektat po ohfevu zacCinaji kmitat a pohybovat
se rychleji. Pavodni rozestup jednotlivych molekul se zvétSuje a to zpusobuje pokles hodnot
hustoty.
3.5.3.2 Pektat v chloridu sodném

Meéfeni pektatu v chloridu sodném probihalo za stejnych podminek jako méfeni pektatu
ve vodé. VSechny ziskané hodnoty teplotniho skenu ultrazvukové rychlosti a hustoty vSech

vzorkd pektatu v chloridu sodném o koncentraci 0,01 — 20 g/l jsou vyhodnoceny graficky.
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Graf 12: Zavislost ultrazvukové rychlosti a hustoty na koncentraci pektatu v chloridu sodném
od 0,1 g/l do 20 g/l pri teploté 30 °C a 35 °C.

Pektat v chloridu sodném vykazuje jen méalo zmén oproti prostiedi vodnému. Jak bylo
zjisténo pii meéfeni na HRUSu je ziejmé, ze hustota roztoku chloridu sodného je vétsi
nez hustota vody a proto budou hodnoty hustoty posunuty do vysSich hodnot a hodnoty

ultrazvukové rychlosti naopak do nizsich.
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Graf 12 znazoriuje zavislost ultrazvukové rychlosti a hustoty na koncentraci pouze pro
dvé teploty. Z grafu je ziejmé, ze hustota pektatu v chloridu sodném taktéz linedrné roste
se zvySujici se koncentraci. VSe je vSak znovu ovlivnéno faktorem teploty, ktery hodnotu
hustoty se zvySujici se teplotou posouva do hodnot niz§ich. Plati, ze nejniz§i métfenou hustotu
(0,994 720 g/cm’) vykazuje vzorek pii 50 °C o koncentraci 0,01 g/I. Naopak nejvyssi hustota
(1,014 131 g/cm”) je charakteristick4 pro vzorek o koncentraci 20g/1 pii teploté 20 °C.

Soucasné mefena rychlost §ificiho se ultrazvuku s rostouci koncentraci také roste linearné.
OvsSem na rozdil od vodného prostiedi jsou zde vychylky, které naprosto presné nespliuji
linearni trend této zavislosti. Nejnizs§i hodnota ultrazvukové rychlosti (1493,29 m/s) byla
nametena u vzorku o koncentraci 0,01 g/l pfi teploteé 20 °C. Maximalni hodnota ultrazvukové
rychlosti (1561,00 m/s) byla pozorovana u vzorku o hmotnostni koncentraci 20 g/l pfi teploté
50 °C.

I pro pektat v chloridu sodném plati neekvidistantni rozestupy mezi zkoumanymi
veliCinami. Tento rozestup se zvétSuje s rostouci teplotou. Z tohoto faktu lze usoudit,
ze pro stejné koncentrace se pii zahfivani rozdily mezi hodnotami hustoty a ultrazvukové
rychlosti zvétSuji. Pro teploty 20 °C a 25 °C je tento rozdil nejmensi a pro teploty 45 °C

a 50 °C je nejvetsi.
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Graf 13: Zavislost hustoty a ultrazvukové rychlosti na teploté v teplotnim rozmezi od 20 °C do
50 °C s krokem 5 °C pektatu v chloridu sodném o koncentraci 0,1 g/l, 5 g/, 10 g/l a 20 g/I.

Graf 13 znazoriuje, ze rychlost Sifeni ultrazvukové viny roztokem pektatu v chloridu

sodném pfi zvySujici se teploté roste a hustota naopak klesa.
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3.5.3.3 Pektatv PBS
Meéfteni pektatu v PBS bylo opét provedeno totozné, jako tomu bylo 1 v pfedeslych dvou
meéfenich. Namétené hodnoty teplotniho skenu ultrazvukové rychlosti a hustoty vSech vzorka

pektatu v PBS o koncentraci 0,1 g/l — 20 g/l jsou vyhodnoceny graficky.

1540 1,014
1,012
1535
1,010
1530 1,008

1525 1,006

Hustota [g/cm?]

1,004

1520
1,002

Ultrazvukova rychlost [m/s]

1,000

._.
W
—_
W

0 5 10 15 20
Koncentrace [g/1]

v30°C %Xv35°C @p30°C @p35°C
Graf 14: Zavislost ultrazvukové rychlosti a hustoty na koncentraci pektatu v PBS od 0,1 g/l do
20 g/l pri teploté 30 °C a 35 °C.

Pektat v PBS se chova podobné jako vzorky pektatu v prostiedi chloridu sodného
nebo prostiedi vodném. Prubéh zavislosti ultrazvukové rychlosti a hustoty znazomuje
Graf 14, ktery je vSak pro vétsi prehlednost omezen pouze na teploty 30 °C a 35 °C.
Naméfena ultrazvukova rychlost dosahuje své maximalni hodnoty (1 559,59 m/s) u vzorku o
koncentraci 20g/l pii teploté¢ 50 °C. Nejniz§i hodnotu ultrazvukové rychlosti (1 494,15 m/s)
vykazuje roztok o koncentraci 0,01 g/l pii teploté 20 °C. Tyto hodnoty jsou oproti méteni
v ionizované vodé méné presné a presné nedodrzuji linearné rostouci trend této zavislosti.

Paralelné meéfend hustota pektatu v PBS opét roste srostouci koncentraci. Nejvyssi
hodnotu hustoty (1,014 802 g/cm®) vykazoval roztok o koncentraci 20 g/l pfi teploté 20 °C.
Naopak nejnizsi hustota (0,995 999 g/cm’) byla naméfena u roztoku o hmotnostni koncentraci
0,01 g/l pii teplot¢ 50 °C. Jelikoz je opé€t hustota PBS vétSi nez hustota vody
i chloridu sodného, jsou i hodnoty hustoty a ultrazvukové rychlosti vyssi.

Jako v predchozim méfeni na denzitometru plati, ze jednotlivé teplotni fady nejsou od se
ekvidistantné vzdaleny a tento rozestup se zvétSuje s rostouci teplotou. Pro teploty

20 °C a 25 °C je tento rozdil nejmensi a pro teploty 45 °C a 50 °C je nejvetsi.
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Graf 15: Zavislost hustoty a ultrazvukové rychlosti na teploté v teplotnim rozmezi od 20 °C do

50 °C s krokem 5 °C pektatu v PBS o koncentraci 0,1 g/l, 5 g/l, 10 g/l a 20 g/l.

Hustota pektatu v PBS klesa linearné s rostouci teplotou, coz je mozné vidét v Grafu 15.

Oproti tomu rychlost ultrazvukové viny pfi zvySovani teploty vzorku pektatu v PBS roste.
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3.5.3.4 Porovnani hustoty pektitu ve vodé s hustotou pektatu v chloridu sodném a

pektatu v PBS
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Graf 16:Zavislost hustoty pektdtu ve vodé, v NaCl a PBS o koncentraci 0,1 g/l, 5 g/l, 10 g/l a
20 g/l na teplote.

Z Grafu 16 je zietelné patrné, ze pektat v PBS vykazuje nejvyssi hodnoty hustoty, druhé
nejvy$si hodnoty vykazuje pektat v chloridu sodném a nejnizsi pektat v ultra cisté
deionizované vode. Rozdil nejniz§i namérené hustoty pektatu ve vodé a pektatu v PBS
je 0,007 926 g/em’. Rozdil nejvyssich hustot t&chto dvou prostredi &ini 0,008 721 g/em’.
Jelikoz prabéh rychlosti ultrazvukové viny zistava pro vSechna tfi prostiedi beze zmén,
tak 1 rychlost Sifeni této viny vzorkem se zvysi v zavislosti na hustoté prostiedi. Rozdil mezi
nejvyssi hodnotou ultrazvukové rychlosti pektatu v PBS oproti pektatu ve vodé je 13,03 m/s.

Naopak rozdil mezi nejnizsi hodnotou rychlosti téchto dvou prostiedi ¢ini 11,76 m/s.
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3.5.4 Porovnani metod pro stanoveni ultrazvukové rychlosti pektatu ve vodé
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Graf 17: Porovndni metod pri mérent ultrazvukové rychlosti na ultrazvukovém spektrometru
a denzitometru roztoki pektatu ve vode.

Graf 17 ukazuje porovnani vysledki meéfeni skutecné ultrazvukové rychlosti na obou
piistrojich, které byly vtéto praci pouzity. Pfi meéfeni ultrazvukové rychlosti vzorkt
koncentracni tfady pektatu v ultra Cisté deionizované vode bylo zjiSténo, ze oba pouzité
pfistroje zméfily stejnou hodnotu ultrazvukové rychlosti. Rozdil v pouzitych metodach je
v presnéj§ich hodnotach ultrazvukové rychlosti (Sestnact desetinnych mist) pfi pouziti
ptistroje HRUS. Tuto skuteCnost je mozné vyuzit pii presnéjSich méfenich, kdy rozsahy
koncentraci analyzovanych roztokd jsou minimalni. Av§ak svoji vyhodu skyta také pouzity
denzitometr, ktery méfi velmi presné hustotu roztoku (Sest desetinnych mist), ktera se pouzije
na vypocet stlacitelnosti. Vedle hustoty poskytuje také hodnotu ultrazvukové rychlosti,
kterd prochazi vzorkem. Tato hodnota ovSem jiz neni dostateCné pifesnad pro pouziti,

kdy se koncentrace roztoku lisi nepatrné.

35



4 ZAVER

Jako cil mé bakalaiské prace bylo seznamit se s analytickou metodou ultrazvukové
spektroskopie s vysokym rozliSenim a jejim vyuzitim v koloidni chemii. Diky doporuceni
a naslednému studiu odbornych materiali byla navrhnuta koncentra¢ni fada pro méfeni
ultrazvukovych charakteristik roztoki pektinu a pektatu pii konstantni teploté.
V experimentalni ¢asti byly zkoumany dva parametry ultrazvuku, a to relativni ultrazvukova
rychlost a ultrazvukové zeslabeni.

Meéieni pomoci ultrazvuku s vysokym rozliSenim (HRUSem) probihalo za konstantni
teploty 25 °C, ktera byla udrzovana termostatem. Pro vSechny koncentra¢ni fady pektinu
1 pektatu byly zvoleny identické koncentrace. Bylo zjisténo, ze pro kazdou koncentracni fadu
je charakteristickd linearni zavislost ultrazvukové rychlosti na koncentraci roztoku.
Nejvyssich hodnot bylo dosazeno vzdy u nejvice koncentrovanych roztoka (20 g/l).
V prostiedich 0,15 M chloridu sodného a PBS byly hodnoty relativni rychlosti posunuty
do vysSich hodnot, coz bylo zpisobeno vys§i hustotou rozpoustédla proti ultra Cisté
deionizované vodé z pristroje PURELAB. Relativni ultrazvukové zeslabeni nevykazovalo
znatelny trend.

Pii méfeni relativni ultrazvukové rychlosti pektatu v riznych rozpoustédlech bylo zjisténo,
ze vSechny hodnoty jsou v daném prostredi vzdy vyssi. Tento fakt je pravdépodobné
zpusoben vyssi molekulovou hmotnosti pektatu, coz posouva hodnoty ultrazvukové rychlosti
do vysSich hodnot. Nejvétsi narast oproti hodnotam ziskanych méfenim pektinu v daném
prostredi byl ziskan v prostiedi chloridu sodného.

Denzitometricky probihalo méfeni hustoty a ultrazvukové rychlosti soucasné. Tento
experiment byl provadén v rezimu teplotniho skenu od 20 °C po 50 °C s krokem 5 °C.
Prométenim tii koncentrac¢nich tad bylo zjiSténo, ze hustota i ultrazvukova rychlost jsou
na koncentraci analytu linearné zavislé. Pti zvySovani teploty klesa hodnota hustoty pektatu,
avSak pfi zvySovani koncentrace dochazi ke zvyseni hodnot hustoty.

Paralelné s hustotou byla proméfena i ultrazvukova rychlost, avSak tato hodnota neni tak
presnd, jako hodnota naméfend pomoci ultrazvukového spektrometru. Ultrazvukova rychlost
roste linearné se zvysuyjici se koncentraci roztoku, coz potvrdilo jiz pfi méfeni na HRUSu.
Rozdilny trend ma ultrazvukova rychlost v zavislosti na teploté, kdy s rostouci teplotou
rychlost ultrazvuku roste. Tento fakt je zpisoben zvétSovanim rozestupu mezi molekulami

a rozvolfiovanim vzajemnych vazeb.
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Linearni zavislosti pektatu byly naméteny i v prostiedi 0,15 M chloridu sodného a PBS.
Zde jsou vSak hodnoty obou veliCin zvySeny, protoze samotna rozpoustédla vykazuji vyssi
hustotu nez voda. Pro vSechna tii prostfedi plati, ze pii zvySovani teploty dochazi ke zvétseni
rozdilu ultrazvukové rychlosti a hustoty pfi stejné koncentraci.

Vysledky méfeni nachazi praktické uplatnéni predevS§im v popisu teplotniho prabéhu
pektatu, dale vyuziti konkrétnich hodnot namétené hustoty a ultrazvukové rychlosti pektinu
i pektatu pro razné koncentrace. Je mozné konstatovat, ze pektat je teplotné staly, 1ze jej tedy
pouzit jako nosi¢ léka, protoze pfi vstupu do organismu nedojde k degradaci ¢i zméné
struktury vlivem teploty.

V bakalaiské praci bylo uspésné dosazeno vSech predem stanovenych cili. Vysledkem
této prace je charakterizace pektinu a pektatu, popis chovani ultrazvukovych vlastnosti
v raznych prostiedich (voda, NaCl, PBS) dvéma riznymi metodami. Dalsi Ccasti
experimentalni prace bylo méteni ultrazvukovych vlastnosti a hustoty pektinu. Poté byly tyto
dvé latky vzajemné porovnany. V budouci praci by bylo mozné pektin v interakci

s hyaluronanem a jeho teplotni sken v této interakci.
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6 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HRUS

E 440
RG-I
RG-II
Hm %
Da

ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim (high resolution
ultrasonic spectroscopy)

oznaceni pektinu jako stabilizatoru potravin
rhamnogalakturonan I

rhamnogalakturonan II

hmotnostni procento (jednotka koncentrace)

dalton, jednotka molekulové hmotnosti

mol na litr, jednotka molarni koncentrace

zapomy dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych ionti
hertz, jednotka frekvence

gram na centimetr krychlovy, jednotka hustoty

gram na litr, jednotka hmotnostni koncentrace

otacky za minutu, jednotka, vedlejsi jednotka frekvence
relativni ultrazvukova rychlost

relativni ultrazvukové zeslabeni

stupen Celsia, vedlejsi jednotka teploty

koncentrace

ultrazvukova rychlost

hustota
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7 PRILOHY

Tabulka X 1: Hodnoty hustoty pektatu ve vodé namérené pri 20 °C.

clgNl | plg/em’]
0,01 0,998235
0,05 0,998237
0,10 0,998280
0,20 0,998301
0,30 0,998526
0,40 0,998417
0,50 0,998449
0,60 0,998484
0,70 0,998565
0,80 0,998591
0,90 0,998609
1,00 0,998654
1,25 0,998781
1,50 0,998787
2,00 0,999107
2,50 0,999222
3,00 0,999469
5,00 1,000216
7,00 1,000914
10,00 1,002086
12,50 1,002982
15,00 1,004331
17,50 1,004931
20,00 1,006081
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Tabulka X 2: Hodnoty hustoty pektdtu ve vodé namérené pri 50 °C.

c gl v [m/s]
0,01 0,988073
0,05 | 0,988077
0,10 | 0,988118
0,20 | 0,988139
0,30 |  0,988358
0,40 |  0,988255
0,50 | 0,988282
0,60 | 0,988315
0,70 |  0,988397
0,80 | 0,988425
0,90 | 0,988441
1,00 | 0,988106
1,25 | 0,988547
1,50 |  0,988572
2,00 | 0,988925
2,50 | 0,989039
3,00 | 0,989281
500 | 0,990012
7,00 | 0,990685

10,00 | 0,991826
12,50 | 0,992702
1500 |  0,994016
17,50 | 0,994597
20,00 | 0,995310
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Tabulka X 3: Hodnoty ultrazvukové rychlosti pektatu ve vodeé namérené pri 20 °C.

c [g/1]

v [m/s]

0,01

1482,39

0,05

1482,43

0,10

1482,45

0,20

1482,45

0,30

1482,64

0,40

1482,36

0,50

1482,55

0,60

1482,57

0,70

1482,66

0,80

1482,66

0,90

1482,70

1,00

1482,75

1,25

1482,80

1,50

1482,79

2,00

1483,06

2,50

1483,12

3,00

1483,24

5,00

1483,87

7,00

1484,31

10,00

1485,12

12,50

1485,77

15,00

1486,60

17,50

1487,14

20,00

1487,96
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Tabulka X 4: Hodnoty ultrazvukové rychlosti pektatu ve vodeé namérené pri 50 °C.

c[gN

v [m/s]

0,01

1542,38

0,05

1542,39

0,10

1542,42

0,20

1542,41

0,30

1542,53

0,40

1542,47

0,50

1542,50

0,60

1542,54

0,70

1542,59

0,80

1542,57

0,90

1542,58

1,00

1542,71

1,25

1542,68

1,50

154272

2,00

1542,85

2,50

1542,93

3,00

1543,02

5,00

1543,48

7,00

1543,85

10,00

1544,42

12,50

1544.87

15,00

1545,69

17,50

1545,92

20,00

1546,56
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Graf X 1:Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na koncentraci roztoku pektinu ve vode.
(12 193kHz)
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Graf X 2:Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na koncentraci roztoku pektinu v chloridu
sodném. (12 193kHz)
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Graf X 3: Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na koncentraci roztoku pektinu v PBS.
(12 193kHz)
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Graf X 4: Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na koncentraci ve vSech promérenych
koncentracnich raddch pektinu a pektdtu v riiznych rozpoustédlech. (11 578 kHz)
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