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UVOD

POSTAVENI FYZIKY. VZNIK, POSTAVENI A ULOHA BIOFYZIKY. HLAVNI VYVOJOVE

TRENDY BIOFYZIKY. EXPERIMENTVAL,NI' METODY BIOFYZIKY. ZAKLADN;’ SCHEMA
POZNAVANI BIOFYZIKY. UPLATNENI BIOFYZIKY V PRAXI, VLIV NA JINE OBORY,
INSPIRACE

POSTAVENI FYZIKY

Vyvoj lidského poznani—od plivodné integrovanych teologicko — filosoficko —
ptirodovédnych poznatkl ke stredovéké diferenciaci az k opétné integraci ve 20.stoleti.
Ptirodovédné obory maji — zejména ve druhé pol. 20. stoleti globalni charakter. Jde o
syntézu ptistupt a vysledkl poznani vSech specializovanych védnich obort, k feSeni ukoll
jsou pouzivany tymy védct uzké specializace ale pracujicich stejnou metodou.

Fyzika mé z tohoto hlediska vyznacné, ne-li vysadni postaveni. VSe, co vime o nezivé
prirod¢ - to nejpodstatnéj$i a univerzalni, je dilem fyziky. VSechny ostatni ptirodni védy
ptevzaly fyzikalni metodu a rozvijeji zakladni fyzikalni principy. Pro¢?

Fyzika je v celém vesmiru tiaz, pouze objekty zkoumani riznych
prirodnich véd maji sva specifika

VYHODY FYZIKALNI METODY

1. Pfirozena schopnost fyziky vySetfovat jevy ve vyvoji, v dynamice jak z hlediska
¢asového, tak i prostorového.

2. Racionalni matematicky jazyk fyziky.
3. Velmi dobfe rozvinuté experimentalni metodiky, umoznujici vysoce piesnd méteni a
exaktni vyjadreni jejich vysledk.
Plvodni pouzivani subjektivnich schopnosti ¢lovéka v biologii umoziovalo postihnout
objekty a procesy v intervalech:

Prostor: 10°m - 10°m — 10 fad@ ; as: 107s - 10’s — 9 radi .

Pouziti soucasnych fyzikalnich metod v biologii pfineslo obrovské rozsifeni téchto
intervalti:

Prostor: 10 °m- 10”m — 40 tadd; ¢as: 10 s - 10'%s — 43 tadu.

Pro vysetfovani jakychkoliv objektii a déji jsou pro fyziku nezbytné modely. Pivodni
prostorocasova uroven (metr-sekunda) byla diky fyzikdlnimu poznani extrapolovana jak
na ultramikroskopické struktury (atomy, ¢éstice), tak i na struktury ultramakroskopické
(kosmos). Pouziti fyzikalnich modela pii pfechodu na Zivé objekty a systémy - predpoklad
o tom, Ze jejich makroskopické vlastnosti a chovani jsou diisledkem mikroskopické stavby
a dynamiky jejich mikrostruktury. Zda se totiz, ze

Biologické funkce jsou ve vétSiné pripadi podminény nebo podstatné
ovlivnény vlastnostmi hmoty na drovni molekul, atomu a jejich
elektronovych obalu.

I ptesto se vSak v soucasné dob¢ pro pochopeni struktury a hlavné funkce Zivé hmoty jevi
jako zasadni kooperativni jevy mikrosystémi, které tvoii makrosystém.
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Rada biologickych objektii je na rozmezi mikro a makrosvéta - proto fyzika svymi
kvantové teoretickymi modely a mimofadné jemnymi experimentilnimi technikami
predstavuje mimotradné vyznamny nastroj pro poznavani zékladnich vlastnosti zivé hmoty.

VZNIK, POSTAVENI A ULOHA BIOFYZIKY

V pomérné neddvné historii vznika jak v biolegii, tak ve fyzice fada (hybridnich) relativné
autonomnich obort jako radiacni biologie, biomechanika, lékarska fyzika, biofyzikalni
chemie apod. Syntézou vSech téchto oborli vznikl mezni obor BIOFYZIKA. Jde o obor
velmi obtizny, nebot’ (zatim) jen velmi malo biologi je dobrymi fyziky a naopak (vyzva
pro studenty!).

Vznik biofyziky a jeji rozvoj lze ptirovnat k rozvoji chemie ve 30.letech 20.st. diky
principidlnimu pochopeni chemické vazby prostfednictvim kvantové fyziky. Zasadni
prinik fyziky do biologie se udal v 60.letech — deSifrace genetické informace diky
Spickovym fyzikalnim metodam (difrakce RTG zafeni, elektronova mikroskopie apod.).
Soucasny prudky rozvoj molekularni biologie I1ze jednoznacné pricist tomu, Ze biologie je
v tomto oboru spojena s fyzikou nejen metodicky, ale i obsahové. Biologické systémy
nejsou z fyzikalniho hlediska ni¢im neobvyklym - jejich “stavebnimi kameny” jsou ptece
tytéz atomy jako v ,,nezivé® ptirode; jsou to tedy objekty s tymiz interakcemi. Pfesto se v
biologickych systémech objevuji tyto zdsadni problémy a odliSnosti:

A. Jde o systémy, které existuji a jsou funkéné podminéné v dimenzich na rozhrani
mezi mikrosvétem a makrosvétem (10*10 m-—10' m) Proto je pii jejich studiu
nutné prolindni klasického a kvantového fyzikdlniho ptistupu. Napi. molekula
nukleové Kyseliny (délka fadové 107 m piiény rozmér fadové nm), jejimiz
stavebnimi kameny jsou derivaty jednoduchych dusikatych heterocykla, je soucasné
makro i mikrosystémem. To vyzaduje nové¢ fyzikalni modely, nové matematické

(membrany, organely, organy apod.)

B. Jde o systémy neobycejné slozité, komplexni a heterogenni. Objevuje se proto
nutnost novych delikatnich (nedestruktivnich, neinvazivnich) experimentalnich
pristupt. Do hry vstupuji 1 velmi slozité vzajemné interakce. Pfesto byva i zde
vyteénym vychodiskem model zdéanlivé velmi jednoduchy az trividlni (napf.
WATSONUV a CRICKUV model dvojité Sroubovice DNK).

C. Biologické systémy existuji (ziji) jen v ¢asové dynamice. Pfitom Casové dimenze
jsou velmi odlisné —od 10™"°s do 10% (desitky let). Toto ¢asové rozmezi je mozno
obsahnout pouze fyzikalnimi piistupy.

POSTUP

modelovy systém jednoduchy — modelovy systém komplexni — biologicky systém in
vitro — modelovy systém in vivo — biologicky systém in vivo.

Pfitom jsou vyuzivany obecné platné teoretické principy a také funkce odezvy

Okamzity stav systému neni plné popsan jen okamzitymi parametry
ale i jeho “historii” —vSemi predchazejicimi stavy systému .

D. Biologické systémy jsou systémy typicky oteviené nerovnovazné s vyraznou
specifickou interakci hierarchicky uspotfaddanych subsystému a interakci s vnéj$im
prosttedim. Pfi jejich Cinnosti se nadto projevuje vysoky stupein kooperace,
optimalizace a vysoka uc¢innost. Bézné fyzikalni metody nejsou pouzitelné a je nutné
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jejich zobecnéni v oblastech termodynamiky, fyzikalni statistiky, synergetiky,
teorie nerovnovaznych stavi a teorie systémii. Tyto fyzikalni pfistupy pfinaseji
obrovsky efekt a obohacuji i samotnou fyziku — jde o velmi plodnou symbidzu fyziky
a biologie.

Vidy je tfeba mit na paméti, Ze biologicky objekt neni prostym
souc¢tem nizSich biologickych jednotek.

HLAVNI VYVOJOVE TRENDY BIOFYZIKY

Soucasny biofyzikalni vyzkum lze rozdélit na tfi hlavni urovné:
A. Molekularni a nadmolekularni iroven

B. Bunéc¢na a tkanova uroven

C. Slozité systémy

ad A) Vyklad biologické funkce zivych systému a osvétleni podstaty biologickych jevii na
zaklad¢ znalosti vlastnosti atomli a molekul (fyzika biopolymerti, DNK, bilkoviny a jejich
komplexy s DNK, polysacharidy, pigmenty, enzymy, toxiny apod.).

ad B) Strukturni parametry bunck, biologickych membran apod. Pouziti metodiky
fyzikalnich sond —rizné¢ druhy zareni. Pfenos energie v zivych systémech, pienos
informaci (fotosyntéza, vznik ATP, smyslové receptory, vliv fyzikdlnich poli na zivé
organizmy apod.).

ad C) Zéklady chovani organizmu nebo nékterého jeho funkéniho podsystému jako celku.
Tvorba castecn¢ makroskopickych model, studium kooperativnich, regulacnich a
reprodukcnich procesti. Vztahy mezi vstupnimi a vystupnimi signaly (podnéty a signaly).
Smyslové organy ale i vyzkum dalSich c¢idel, studium mezibunééné komunikace, pfenosu
nervovych vzruchti apod. Fyzika v této oblasti poskytuje nejen ucinnou metodiku, ale
zabyva se i vytvafenim podminek pro optimalizaci vztahli mezi spoleCenstvimi a vztahil
mezi Zivou a nezivou piirodou (ekologie, sociologie apod.).

EXPERIMENTALNI METODY BIOFYZIKY
Zakladni schéma poznavani, tvorby modeld a experimentalniho ovéfovani v biofyzice se
neliS$i od postupti uzivanych ve fyzice a nckterych dalSich védach. Specificnost
biofyzikéalnich experimentalnich metod tkvi v tom, Ze je nutno vySetfovat

Systémy mimoradné komplexni a heterogenni, termodynamicky
nerovnovazné s autonomni ¢asovou dynamikou, jejichZ funkéni
procesy probihaji na rozhrani mikro a makrosvéta.

Kromé toho je nutno upravit experimentalni metodiku tak, aby nedoslo k naruSeni Zivého
systtmu ani z hlediska struktury, ani ve funk¢énich vztazich. V rozhodujicich
experimentech tedy volime neinvazivni metody. Déle je tieba v experimentech vyraznégji
respektovat interdisciplinaritu oboru a pii tvorbé modelti i vybéru metod kombinovat
ptistupy fyzikélni s biologickymi, biochemickymi, fyzikalné chemickymi, sociologickymi
a dalSimi.
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SCHEMA VYZKUMU

Biologicky objekt (nebo jeho podsystém) je €ernou skiinkou a

vstupnimi signaly jsou rizné fyzikalni faktory, jimiZ na objekt

pisobime. Na né biologicky objekt reaguje, tj. zpracovava je,
pripadné transformuje a vysila pak jako vystupni signaly.

Vstupnimi i vystupnimi signaly mohou byt:

e ruzné formy hmoty (elementarni ¢astice, fotony, atomy a jejich slozky, molekuly a
jejich soubory, vEetné makrosystémtl),

e ruzné fyzikalni velidiny (teplota, energie, silova pole - napt. pole tlakové, elektrické,
magnetické apod.),

Signaly mohou mit klasickou nebo kvantovou povahu.

Z odpovédi (odezvy) biologického objektu na vnéjsi signal, tedy ze vztahu vstupni -
vystupni signal, délame pak zavéry o struktute, funkci, chovani, vlastnostech apod.
zkoumaného objektu. V biofyzice mnohem castéji nez v jinych fyzikalnich oborech je fada
vyznamnych daji o vySetfovaném objektu zndma z biologickych, chemickych ¢i jinych
vyzkumd.

Zvlastni misto v biofyzikalnich experimentech zaujimaji neinvazivni metody. U nich jsou
vstupni 1 vystupni signaly téhoz charakteru — ze zmény signalu provadime soudy o
vlastnostech objektu. Specifickym a stdle Cast&ji pouZivanym signalem tohoto typu je
svétlo. Vyhoda - bezdotykova, ve vétsiné ptipadi nedestruktivni sonda, nesouci kromé
energetické informace a prostorovych parametrti i Gdaje bezprostiedné spjaté s Cisté
kvantovymi charakteristikami. Svétlo je kvantove statisticky relativisticky systém a ma
proto mimoifddné¢ moznosti vysokého ¢asového rozliSeni. Z hlediska vySetfovani
biologickych objekti jde tedy o idealni experimentalni metodiku.

ZAKLADNI SCHEMA POZNAVANI V BIOFYZICE

Biologicky objekt podrobime experimentu. Zhodnocenim korelaci
vstupniho a vystupniho signalu vytvorime model objektu. Na zakladé
tohoto modelu vypracujeme teorii, ktera je schopna objasnit
strukturu, funkce, vlastnosti a ¢asovy vyvoj vySetfovaného objektu.
Provedeme zpfesnény (modelovy) experiment (simulaci). Podle tohoto
schématu pokracujeme aZ do potvrzeni nebo vyvraceni navrZzeného
modelu nebo teorie.

Je tradici fyziky, ze existuje Uzkd souvislost mezi experimentem, vytvaienim
experimentalné-teoretického modelu a navrhovanou teorii. Zatimco experiment je vzdy
vazéan na c¢innost Clovéka —je makroskopicky, musi teorie pracovat zpravidla s pojmy
mikrosvéta a vysledny navrhovany model je rovn€z povahy mikroskopické.

V biofyzice se to tyka vSech jevil na irovni molekularni a submolekularni a nékterych
jevl na urovni bunécné. Zvlastni misto pti vytvareni modelll a teorii ma matematicky

popis.
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Pokud logicka struktura vystavby matematiky odpovida logické
strukture vystavby vesmiru - tedy i biologickych objektii, umoZiuje
aplikace matematiky provadét extrapolace i mimo uvaZzovany model a
provadét tedy i zobecnovani nékterych vlastnosti

Abstrakci nekterych fyzikalnich parametri biologického objektu miZeme kromé toho
vytvaret Cist¢ matematické modely. Matematické (pocitacové) modelovani ma mimotadné
moznosti. Pfi respektovani kooperativnich procestt mohou pocitacové simulace funkénosti
nekteré navrhované modely vyloucit a jiné upfednostnit. Dochézi tedy k racionalizaci a
urychleni experimentalni a vyzkumné ¢innosti a tim i k vyznamnému sniZeni nakladi.

Hlavnimi biofyzikalnimi experimentdlnimi metodami jsou nedestruktivni fyzikalni
metody. Velmi intenzivné se rozvijeji predev§im metody zaloZzené na interakci
elektromagnetickych a akustickych poli s biologickymi objekty, pfipadné jejich
kombinace — napt. fotoakusticka spektroskopie. Vyznamnym impulsem v této oblasti byl
vynalez maseru a laseru —tj. zdroji elektromagnetickych poli s vysokym stupném
koherence, frekvencni Cistotou prevySujici klasické zdroje o 10tadt, s vysokou
intenzitou, pievySujici klasické zdroje o Saz7ftadli a s velkou hustotou energie. V
soucasné dob¢ jsou tyto zdroje rozsifeny o synchrotronni zafeni — kontinualni koherentni
zafeni pokryvajici celé spektrum frekvenci od RTG aZz po mikrovlny. Lasery a
synchrotronni zdroje mohou pracovat v rezimu vysokého ¢asového rozliSeni, takze casovy

Vv w

interval 10™'*s je dnes jiZz b&Zn& laboratorn& dosazitelny.

Metody absorpéni a emisni spektroskopie — moznost detailniho zjistovani energetickych
procest na urovni molekul a komplexi véetné jejich kinetiky.

Rozptylové mechanismy — normalni rozptyl svétla — zakladni parametry makromolekul.
BRILLOUINNUV  rozptyl svétla (rozptyl na akustickych vlnach) —informace o
termodynamickych parametrech. RAMANUV rozptyl svétla— detailni informace o
energetickych pomérech a dalSich fyzikalnich parametrech molekul, makromolekul,
membran apod.

Radiospektroskopické metody — elektronovd paramagnetickd rezonance (EPR),
nukledrni (jadernd) magnetickd rezonance (NMR) — detailni informace o struktufe a
dynamice zivych objektti na molekularni i nadmolekuldrni Grovni véetné slabych interakci
mezi molekulami a jejich komplexy — princip tomografie.

MOSSBAUEROVA spektroskopie — rezonancni (selektivni) absorpce zafeni gama jadry
atomd, specifickd pro fadu izotopd, mezi nimiz je napf. stabilni izotop Fe’’ — vhodné
zejména pro studium hemoproteinti.

Difrakce RTG zareni — ve spojeni s pocitatem poskytuje detailni informace o poloze
jednotlivych atomi, elektronové hustoté atomovych a molekulovych obalii, vazbach mezi
atomy, struktufe membran apod. V soucasné dobé mizeme toto metodou pracovat s
¢asovym rozliSenim fadové 1 ps .

Elektronova a svételna mikroskopie — podobné jako u RTG difrakce v oblasti bunécné.

Mnohé z vyse uvedenych metod jsou dnes zavadény jako komplexni diagnostické metody
v lékarstvi — ultrazvukovd a NMR tomografie, ultrazvukova holografie, infraervena
termovize, infraervena tomografie, magnetokardiografie apod.
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UPLATNENI BIOFYZIKY V PRAXI, VLIV NA JINE OBORY,
INSPIRACE

Vysledky biofyzikélnich vyzkumt se promitaji do
e spolecenské praxe,
e jinych védnich disciplin,
e vyrobni praxe (moZnosti principialné novych technologii v oblasti potravy, uspor
energie, alternativnich energetickych zdroju, ekologie apod.).

Analogie s rozvojem fyziky pevnych latek v 50.letech — polovodice a jejich vyznam pro
vSechny oblasti lidské ¢innosti a existence. Rozdil — organické a biologické struktury jsou
systtmy s nesrovnateln¢ vétsi variabilitou a komplexnosti. Proto i pocet uméle
vytvofenych latek ma podstatné §ir§i spektrum. Radu procest lze dnes sledovat jiz na
molekularni Grovni — moznost mnohem v¢tsi variability a miniaturizace = molekularni
elektronika, bioelektronika, technika molekulirnich paméti, molekularnich cidel
apod.

Na bunééné a nadbunécné trovni jsou to pfedevsim biotechnologie umoziujici reparacni
procesy v zivych systémech, vytvafeni novych struktur, orgdni a organizmi
optimalizovanych podle pfedem zadanych parametri. Obecné tedy jde o orientaci
védeckotechnického rozvoje v oblasti organickych struktur s neomezenymi a
nedohlednymi moznostmi a perspektivami. Biofyzikalni vyzkum muize G€inné ptispét i pii
hledani perspektivnich zdrojii a forem energie (zvlasté v oblasti fotosyntézy a nasledného
vyuziti biomasy), pfi zajiStovani novych zdroji pro primyslovou vyrobu, zdroji pro
efektivni a racionalni vyzivu apod.

Velmi rozsahlé jsou styéné oblasti biofyziky s jinymi védnimi obory, zvlasté
ptirodovédnymi, technickymi a lékarskymi. VétSina biofyzikalnich jevt, probihajicich na
urovni tkdni, organli a organizmil mé své jednoduché technické analogie. Senzory, ptenos,
zpracovani, uchovani a vybaveni informace, paméti, regulace a autoregulace, zpétna vazba
jsou béznymi pojmy dnes$ni elektroniky a kybernetiky. Technické modelovani
biologickych jevi je predmétem bioniky. Studuji se fyzikalni, energetické, kinetické a jiné
podobnosti biologickych mechanizmii, které se vytvarely a optimalizovaly pfirozenou
selekci a evoluci miliony let. Dnes jiz existuji servomechanizmy, které piedci
mechanizmy biologické. Na druhé strané ma vSak tada soucasnych technickych zatizeni
parametry nesrovnatelné horsi nez jejich biologické analogie.

Biofyzikalni piistupy a metody vyrazné pronikaji do lékarskych véd na nejriiznéjsi
urovni. Cil —co nejobjektivnéjsi diagnosticky systém, moznosti reparace patologickych
zmén a poruch apod. V oblasti zeméd€lstvi a vyzivy — biotechnologie (inhibice nebo
stimulace vyvoje, kontrola a ovliviiovani kultiva¢nich procesi, fizena fotosyntéza v hale a
pod.). V biologii — pfedev§im pii formovani biologie jako exaktni védy. Postupné se
biofyzika stava zdkladnim védnim oborem pro dal$i rozvoj vSech biologickych véd.
Biofyzika pusobi zpétné i na fyziku — iniciace rozvoje termodynamiky nerovnovaznych
stavii, molekularni fyziky apod. = nové netradi¢ni experimentalni techniky a metodiky.
V matematice se biofyzikdlni vysledky zOrocuji zejména v biokybernetice (napf.
biologické analogie fidicich, informacnich a regulacnich systémt), v teorii informaci,
fizeni, systémt, chaosu apod. Mimotadny vyznam ma biofyzika pro filozofii - zejména pro
teorii poznani.
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PREPARATIVNI METODY

DELICI METODY. UVOLNENI Z TKANE, DEZINTEGRACE, EXTRAKCE, SRAZENI,
CENTRIFUGACE, DIALYZA, FILTRACE

DELICI METODY
VYZNAM, KLASIFIKACE, VYBER

Biologicky vyznamné latky se vyskytuji bud’ v pfirodnich materialech, nebo v produktech
reakci v laboratofich nebo v primyslu. Podminkou pro studium je jejich fyzikalni a
chemicka Cistota.

Metody ziskani biologickych latek — nékteré velmi staré (sraZeni, destilace, extrakce,
krystalizace). Ve 20.stol. jejich vyznamné zdokonaleni a rozsiteni.

Cil — ziskéani co nejCistsi biologické latky v dostatecném mnozstvi. D¥ive — dilo ndhody,
dnes — vysoce raciondlni postup.

Podminka oddé¢leni dvou latek — odlisnost alesponn v jedné fyzikalni nebo chemické
vlastnosti. Napf.

e v bodu varu - destilace, lyofilizace,

e v rozpustnosti — krystalizace, sraZeni, extrakce,

e vrozdélovaci konstanté — rozdélovaci chromatografie LLC, GLC,
e v disociacni konstanté — chromatografie na iontoménicich,

e viontové pohyblivosti — elektroforéza,

e ve velikosti a hmotnosti molekul — centrifugace, gelova chromatografie, dialyza,
ultracentrifugace.

Jind moznost rozdéleni délicich metod — podle toho, zda k déleni dochazi uvnitt jedné faze
(napt. dialyza, elektroforéza), nebo mezi dvéma fazemi (napi. chromatografie,
krystalizace, destilace).

Pozadavky na d¢lici metodiku: 1. dostateéna cistota, 2. dostateéna Setrnost vici
poZadované latce — v praxi obvykle kompromis. Podle téchto hledisek posuzujeme
ucinnost piislusné délici metody.
Obecné
Délici metody biofyziky = postupy preparativni organické chemie a biochemie.
Prvni ukol — zdroj materidlu obsahujiciho danou latku v co nejvétsi koncentraci. Pak
UVOLNENI Z TKANE, DEZINTEGRACE

Tteci miska, homogenizator (mixér), koloidni mlyn, ultrazvukova dezintegrace, specifické
chemické metody — rozruseni pevnych bunécénych stén louhem, specifickymi enzymy —
lysozym (slzy), celulaza, zalude¢ni §t'avy hlemyzd¢ zahradniho apod.

EXTRAKCE

Ptevod dané latky z tuhého nebo kapalného homogenatu do kapaliny. Zikladni typy
extrakei:

Pevna faze — kapalina

e Macerace — luhovani do jedné davky kapaliny pfi normalni teplot¢,
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e Digesce — luhovani do jedné davky kapaliny pti zvySené teploté (Caj),
e Perkolace — luhovani za normalni teploty do protékajici kapaliny,
¢ Kontinuilni extrakce — perkolace v primyslovém provedeni.
Kapalina — kapalina
e Vytrepavani — jedinou davkou (lepsiho) rozpoustédla (dnes jiz témét nepouzivané),

e Perforace — (lepsi) rozpoustédlo, do néhoz ma ptejit délena latka je v neustalém
ob¢hu. Prostupuje kapalnym homogenatem, odebira z n€j délenou latku a hromadi se
v odd€lené¢ bance. Vni se odpafuje a po kondenzaci v chladi€i prostupuje
homogenatem znovu. Délena latka se hromadi v destilacnim zbytku.

e Roztiepavani —jedna z prvnich U¢innych metod umoziujici dé€leni latek, jejichz
rozdé¢lovaci konstanty jsou velmi podobné. Jejim zdokonalenim je

e Rozdélovaci chromatografie (bude probrano pozdéji).
Princip délicich metod pii pfechodu kapalina — kapalina:

Pozadovana latka je (spolu s dal§imi latkami) v kapalném homogenatu — v n¢jakém
rozpoustédle pouzitém pii homogenizaci nebo luhovani. Pii vytFepavani, perforaci,
roztiepavani nebo rozdélovaci chromatografii musime najit a pouzit dalsi rozpoustédlo,
které se

e nemisi s prvnim rozpoustédlem,

e vnémz je dana latka (a pokud mozno jen ona) rozpustna 1épe, nez v rozpoustédle
prvnim.

Hlavnim problémem extrakce z kapaliny do kapaliny je tedy volba vhodného (druhého)
rozpoustédla. Hlediska a pozadavky:

1. Co nejmensi vzijemnd misitelnost obou rozpoustédel. Vychodisko — mixotropni
(eluotropicka) tfada organickych rozpoustédel setazenych podle rostouci polarity
(podle rostouci relativni permitivity) — uhlovodiky < alkoholy < voda — napf-.:

pentan < benzen < dietyléter < chloroform < aceton < dioxan <
< etylacetat < pyridin < etanol < metanol < voda

Plati - ¢im vétsi je rozdil relativnich permitivit - ¢im jsou rozpoustédla v mixotropické fade
od sebe dale, tim huFe se misi.

2. Co nejvyssi rozpustnost dané latky. Pravidlo: podobné rozpousti podobné. Pro
latky lipofilni (hydrofébni —bojici se vody), které jsou nepolarni, pouzivame
uhlovodiky. Latky hydrofilni (polarni) se naopak velmi dobie rozpoustéji v polarnich
rozpoustédlech — alkoholy, voda.

3. Chemicka stalost. Rozpoustédlo nesmi chemicky reagovat s prvnim rozpoustédlem
ani s danou latkou

Nejjednodussi extrakce — macerace, vytiepavani.

Nejdokonalejsi extrakce — roztiepavani, rozdélovaci chromatografie.

Nejucinnéjsi extrakce z hlediska produktu — kontinualni (nepfetrzita protiproudni)
extrakce.
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Vyhody extrak¢énich metod —rychlost, bezodpadovost, ekonomicnost.
Extrakéni metody jsou nezastupitelné vSude tam, kde selhava
chromatografie —nap¥. pri izolaci antibiotik (roztfepavani),
cholesterolu ze surového lanolinu (kontinualni extrakce) apod.

SRAZENI
Vylucovani tuhé faze dané latky z roztoku prudkym presycenim tohoto roztoku danou
(nebo jinou) latkou.

e Vytésnovani — jsou-li v daném rozpoustédle bez vzajemné reakce rozpustné dvé latky,
ale jedna z nich je lépe rozpustné nez druhd, bude latka vice rozpustna vytésnovat latku
méné rozpustnou.

e Vysolovani — vytésnovani dané latky z roztoku pfidanim vhodné soli. Jedna
z nejstarSich metod separace bilkovin z vodnych roztokti siranem amonnym, NaCl,
fosfore¢nany, citraty apod. Metoda neni nejicinnéjsi, ale je levna a pii chlazeni nehrozi
denaturace bilkovin. Totéz napt. pro nukleové kyseliny.

e Srazeni kapalinou — do roztoku dané latky ptidame rozpoustédlo, v némz je dana latka
nerozpustna — latka se ze smési obou rozpoustédel vysrazi (srazeni z vodnych roztoki:
acetonem,  etanolem, pyridinem, srazeni  bilkovin  zvodnych  roztoki
polyetylénglykolem.

e Sriazeni zménou pH —rozpustnost mnoha organickych latek je zéavisla na pH.
Okyselenim nebo alkalizaci roztoku téchto latek dojde k jejich vysrazeni. Béznou
metodou je takovato izolace bilkovin pfe vedenim pH roztoku na hodnotu tzv.
Izoelektrického (izosbestického) bodu dané bilkoviny, pii niz je tato bilkovina
prakticky nerozpustna.

e SraZeni tvorbou nerozpustnych komplexi —do roztoku pfiddme vhodnou latku,
ktera chemicky reaguje s latkou rozpusténou na slouceninu v daném rozpoustédle
nerozpustnou. Napt. pro nukleové kyseliny ve vodném roztoku je timto sraZecim
¢inidlem cetyltrimetylamoniumbromid.

SEDIMENTACE - CENTRIFUGACE

Princip: vyuziti rizné hustoty latek —slozek délené¢ smési. Tuto metody pouzivame
k déleni smési, jejichz alespon jedna slozka je kapalina — suspenze, emulze, koloidni
roztoky, jejichz slozky se 1i8i tvarem, velikosti a hustotou.

Ptirodni sedimentace — pfirozeny proces, ktery je pro laboratorni potieby pftili§ pomaly.
K jeho urychleni pouzivame odstredivé silové pole = centrifugace (odstied’ovani).
Pohyb ¢astice pii odstied’'ovani je ovlivnén:

@ tvarem castice, @ viskozitou, a @ velikosti odstiedivé sily.

Pro makromolekuly biopolymerti je charakteristicky tzv. sedimenta¢ni koeficient S,
jehoz jednotkou je swedberg (S). 1S=1-10"s.

Sedimentacni koeficient pro bilkoviny a nukleové Kkyseliny je =1S; pro celé buiiky
~10° S.

Intenzita centrifugace je charakterizovana relativnim odstfedivym zrychlenim R, coz je
velikost 7@ setrvaéného odstiedivého zrychleni vztaZena na velikost normalniho
tihového zrychleni g
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2
ro

g

R==—"-=1,119-10"(rpm)’;

r je polomér rotace (cm), ® je uhlova rychlost (sfl) , g je velikost normalniho tihového

zrychleni, rpm (revolution per minute) je pocet otacek za minutu .

Problém: urceni €asu, potfebného k sedimentaci pro nds zajimavé slozky smési na dno
kyvety; orienta¢nim vychodiskem je SWEDBERGOVA rovnice.

METODY PREPARATIVNI CENTRIFUGACE

e Diferencialni metoda (metoda pohyblivého rozhrani) - nejjednodussi - ¢astice smesi
se déli podle sedimentacnich koeficienti. Volime cas a otd¢ky pro sedimentaci

v

A4

e Sedimentace v koncentra¢nim gradientu (zonalni sedimentace) — pied centrifugaci
se kyveta naplni "kapalinou", jejiz hustota roste smérem ke dnu kyvety. Na povrch této
kapaliny se nastiikne délena smés. Pti tzv. izopyknické centrifugaci je hustota u dna
kyvety vétsi nez hustota kterékoliv slozky smési. Pohyb sedimentujicich ¢astic se pak
zastavi v misté¢, vnémzZ ma kapalina v kyveté stejnou hustotu jako sedimentujici
Castice —rtizné slozky délené smési tedy sedimentuji ve formé oddélenych zon
v ruznych castech kyvety. Jako "kapaliny" s koncentracnim gradientem se pouziva
nejCastéji sacharozy (zvlhéené). Hustota se mliize ménit nespojité — vrstveny roztok,
nebo spojité — velmi obtizné. Nevyhodou této metody je obtizné vytahovani
supernatantu z kyvety a oddélovani zon.

e Centrifugace (60.1éta — ANDERSON) — celé zafizeni je lehce rozebiratelné — zony jsou
dobie pristupné. Technické provedeni je vSak velmi narocné.

Typy odstredivek
1. Rotor s vykyvnymi kyvetami (sklo, plast) — rpm = 3000-10000 < R =3000 g.

Uhlové rotory — rpm < 33000 <> R ~130000 g, chlazeni.
Ultracentrifugy — rpm ~ 40 000-60000 . Evakuace, turbinovy pohon, chlazeni.

Zonalni rotory — pomalé — rpm =~ 1000 ; izopyknicka centrifugace, pouziti v primyslu.

A

Kontinualni odstfedivky — pramysl.
POZOR! Velmi drahd, pfesna a naro¢na technika. Proto opatrnost pii pouzivani!

DELENI LATEK MEMBRANOU, DIALYZA, FILTRACE

Princip: — vyuZiti riizné velikosti molekul slozek délené smési.

»Hybnou silou“ procesu déleni je tlakovy nebo koncentraéni gradient po obou stranach
membrany.
MEMBRANY

(semipermeabilni — vybérove propustné)

e Mikroporézni membrany — pevné liatky — keramika, sklo, slitiny, papir. Riznorodé
pory o priméru 1 nm - 10’ nm . Zadrzovani molekul vétsich nez nejvétsi por. PouZiti:

zvySovani koncentrace latek (M > 104). Mozné pouziti tlakového gradientu
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e Homogenni (difaizni) membrany — pruzné blany, jednotna velikost (valcovych)
port. Prirozené — stfeva, méchyte, vajeCna blanka; umélé - kolodium (roztok nitratt
celulozy s nizkym obsahem dusiku a alkoholéteru), celofan, PVC, polyetylén. MoZnost
pouziti tlakového i koncentracniho gradientu.

e Anizotropni membrany — dvé vrstvy: prvni je gelova s definovanymi pory (tloustka
0,1 um - 0,5 pm ), druhou je mikroporézni pevna podlozka s vét§Simi pory.
DIALYZA

Frakéni difuze nizkomolekularnich latek (malé molekuly) membranou nepropustnou pro
makromolekuly z koncentrovanéjsiho do méné koncentrovaného roztoku.

Provedeni: dialyzacni trubice riizného tvaru a priméru (membranou jsou jejich stény).
Doba trvani — desitky hodin. Urychleni — michani a vyména méné koncentrované kapaliny.
Dlouhd doba trvani dialyzy piedstavuje riziko pro biofyzikdlni pouZiti — moZnost
denaturace latek a mnozeni mikroorganismi — proto udrzujeme teplotu tésné€ nad 0°C.
Pouziti:

e odstraiiovani soli po vysrdzeni bilkovin,

e zahusStovani roztoki makromolekularnich latek,

e odstraiiovani vody (zavéSeni trubice s roztokem do proudu studené¢ho vzduchu),
e uméld ledvina (nizkomolekularni toxiny, kyselina mocova a kreatinin ptechdzeji
z krve do roztoku stejného osmotického tlaku.
FILTRACNI METODY

Kritérium pro déleni: velikost molekul a pouzity tlak.

e reverzni osméza — M, <500; pe(1 MPa- 10 MPa);
e ultrafiltrace — M (500 - 300 000); p (0,1 MPa-1MPa);

e mikrofiltrace — velikost molekul <1 um; p<0,1 MPa;
e filtrace — velikost molekul >1 ym; p <0,1 MPa.

MozZnost kombinace téchto metod s pouzitim elektrického pole:

elektrodialyza, elektrodekantace (frakcionace vysokomolekuldrnich latek).

FILTRACE MEMBRANOU

Ultrafiltrace: selektivni oddélovani molekul protlacovanim roztoku membranou s pfesné
definovanymi  pory: 0,1 nm-50nm. Pietlak, chlazeni. Ultrafiltry: anizotropni

membrany (kruhové, dutd vladkna) fy AMICON. Zakladni charakteristika ultrafiltru:
molekulovy limit - hmotnost nejmensi Castice, kterd je filtrem zadrzena. Limit nebyva
ostry, jeho stanoveni se provadi globularnimi bilkovinami.

Pouziti: Cisténi a frakcionace labilnich biomolekul (NK, enzymy, protilatky aj.).
Uéinnost déleni: nejvétsi pro molekuly, jejichz hmotnost se 1isi o jeden fad.

Mikrofiltrace: podobna ultrafiltraci. Pory mikrofiltri jsou vSak podstatné vétsi
(0,05 pm - 10 um) . Pouziti podtlaku.
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Pouziti: separace bunécénych organel, bunék, mikroorganizmti a viri = sterilizace
kapalin, izolace bunck pro cytologickd vySetfeni; koncentrovani virdi; odstranovani
sorbentu — aktivniho uhli z reak¢nich smési apod.

MOLEKULOVA SiTA

Specialni membrany — latky anorganického nebo organického plivodu, jejichz struktura a
fyzikélni vlastnosti umoziuji selektivni oddélovani latek s rozdilnou hmotnosti molekul.
Vyhoda — jemnéjsi déleni. Forma molekulovych sit— prasek, granule, gel. Dé&leni
molekulovymi sity je proces opacny k filtraci — malé molekuly dé€lené latky vnikaji do
poért a sitem prochazeji velké molekuly.

Anorganicka molekulova sita: Pfirodni nebo syntetické zeolity — hlinitokifemicitany
(hydratované alumosilikaty alkalickych kovi).
Pouziti:

e (CiSténi a vysuSovani rozpoustédel (po zaplnéni pord molekulami H,O je nutna
aktivace sita vysuSenim pii teplot¢ 300°C-400°C), jako adsorbenty v
chromatografii. Porovita skla — vyssi odolnost vic¢i chemikaliim a vys$im teplotam
nez u zeolitd (BIOGLAS).

e separace virt, NK, také jako iontoménice.

Organickd molekulova sita: Makromolekularni latky se slozitou vnitini strukturou
(sitovani) — dutiny definované velikosti — Skrobové, Zelatinové a agarové gely ve formé
granuli (agar — komer¢né dostupnéd latka z motskych ruduchovitych fas rozpustna ve
vrouci vodé. Pfi teploté pod 50°C tuhne v rosol — gel). Hydrofilni a hydrofobni forma.
Znacna délici schopnost. Nevyhoda — snadnd moznost mechanického nebo chemického
poskozeni.
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CHROMATOGRAFICKE METODY

PLOSNA A SLOUPCOVA CHROMATOGRAFIE. ADSORPCNI A ROZDELOVACI

CHROMATOGRAFIE. CHROMATOGRAFIE NA IONTOMENICICH, GELOVA A,AFINITNi
CHROMATOGRAFIE. KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE. PLYNOVA
CHROMATOGRAFIE.

Chromatografie — separacni, délici 1 analyticka metoda 20.stoleti.

1903 — rusky biolog CVET — (adsorp¢ni) chromatografické déleni listovych pigmenti na
sloupci sachardzy. Dalsi vyvoj az ve 40. letech — 1941 — rozdélovaci chromatografie;
60.1éta — HPL.C a pak jiz bouftlivy rozvoj.

Vyznam: jedny z nejucinnéjsich délicich metod pro ucely preparativni i analytické. Pro
fadu latek jedina moznost separace.

OBECNY PRINCIP
Opakované ustalovani rovnovahy rozpusténé latky mezi dvéma fazemi:

e jedna je pohybliva — mobilni — F,,
e druhd je nehybna (zakotvena) — stacionarni — F.

Vzhledem k tomu, Ze rovnovadha se ustavuje mnohokrat, daji se takto rozdélit 1 latky,
které se v afinité k témto fazim li3i jen nepatrné. Molekuly slozek (S,,S,,S;,...) d€lené

smési vnikaji do obou fazi, ale setrvavaji v nich rizné dlouhou dobu. Molekuly slozky
S|, travici vice ¢asu v pohybujici se mobilni fazi, jsou vice strhavany, nez molekuly
slozky S, , setrvavajici déle ve fazi stacionarni. Postupné se proto tyto latky (slozky) od
sebe oddéli.

KLASIFIKACE CHROMATOGRAFICKYCH METOD

Klasifikace podle fyzikalné-chemického principu déleni:
¢ Chromatografie adsorp¢ni — rozdilna adsorpce latky na stacionarni a mobilni fazi,
¢ Chromatografie rozdélovaci — extrakce a rozpousténi,
¢ Chromatografie na iontoménicich — clektrostaticka interakce a difuze,
e Chromatografie gelova — rozdilna velikost molekul,

e Chromatografie afinitni — specificka chemickd interakce.

Klasifikace podle druhu mobilni faze:

Ve znacce oznacuje prvni pismeno vZzdy druh mobilni faze F,, .

Fy |- plyn = plynova chromatografie (GC),

e Fg —kapalina — rozdélovaci chromatografie (GLC),

e Fg —pevna latka — adsorpéni chromatografie (GSC).

m |— kapalina = kapalinova chromatografie (LC),

e F¢ —Kkapalina — rozdélovaci chromatografie (LLC),
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e Fg —gel —gelova chromatografie (GPC),
e Fg —pevna latka — 1. adsorp¢ni chromatogr. (LSC), 2. afinitni chromatogr. (AC),
e Fg —iontoméni¢ — chromatografie na iontoménicich (IEC).
Klasifikace podle usporadani:
Plo$na chromatografie (FBC):
e papirova (PC);
e tenkovrstevna (TLC).
Sloupcova chromatografie (CC):
e Kkapalinova (LCC);
e vysoce uinna, vysokotlaka (HPLC).

Z historickych divodi je normalni, kdyz je Fg polarni a F,, nepolarni. Je-li tomu

naopak (a ¢asto tomu tak byva), mluvime o chromatografii s obracenou fazi.

Ucinnost chromatografického déleni zavisi obecné na kvalité sloupce,
papiru, vrstvy — tj. na zakotveni stacionarni faze.

CHROMATOGRAFIC’KE VELICINY UMQZNUJiCi
POSOUZENI KVALITY DELENI

Elu¢ni (reten¢ni) objem — objem cist¢ mobilni fize (rozpoustédla), vyslé z kolony do
okamziku, kdy prvni slozka smési v ném obsazena dosahne svého maxima (eluce —
vymyvani).

Elué¢ni (reten¢ni) ¢as — totéz méteno v jednotkach Casu.

PLOSNA CHROMATOGRAFIE (FBC)

éelo Fum

standard

délena slozka

start
délena smés standard

Retardacni faktor R, — pom¢r drahy chromatogramované slozky k draze mobilni faze
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Pouzijeme-li ke srovnani standard, mizeme retarda¢ni faktor (vi¢i tomuto standardu)
vyjadtit jako

SLOUPCOVA CHROMATOGRAFIE (CC)

t, V2 |

|

h, 5>

S, Detekéni zdznam
(spektrogram)
Fu
At, AV
/ \ » N~ e —
0 to, V() Y 1 Y 2

V, —mrtvy objem (registrace Cisté mobilni faze pti vytoku z kolony), V,, ¥, — elu¢ni

objemy prvni a druhé slozky délené smési, Y,,Y, — Sitky pika.

RozliSovaci schopnost (RS)

AV 2At

RS =2 =
Y +Y, Y, +Y,

DETEKCE A ANALYZA CHROMATOGRAFOVANYCH LATEK

Vysoce citlivé a selektivni detektory, které jsou obvykle soucésti komeréné vyrabénych
ptistroji. Obecné miize byt k detekci vyuzita kterakoliv fyzikalné-chemicka odliSnost,
nejcastéji je vSak pouzivana absorpéni a luminiscen¢ni spektrofotometrie, polarografie,
refraktometrie a dal$i optické metody. V pfipadé¢ pouziti radioaktivnimi izotopy
znacenych latek jsou pouzivany scintilaéni detektory.

VOLBA STACIONARNI FAZE
Pozadavky:
e inertnost (mechanickd vuci ( p,T ), chemicka napf. Ph—obecné nezpusobujici
denaturaci délenych latek),

e Kkapacita (plocha povrchu—obvykle kompromis—c¢im mensi Castice, tim vétsi
kapacita, ale déleni smési latek je pomalejsi).

e homogenita velikosti ¢astic a jejich sorpénich vlastnosti.

Forma stacionarni faze:
1. Pevna porézni latka — adsorbent — LSC, IEC, GPC, GC, AC.

2. Kapalina, kterd je fyzikaln& nebo chemicky vazana na nosic€i (sorbentu) (LLC, GC,
HPLC).
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Sorbenty: celkové porézni nebo povrchové porézni. Nejcastéji pouzivané sorbenty:
silikagel (gel kyseliny kiemicité) v riznych Gpravach, napt. silufol pro TLC, syntetické
pryskyfice (separon, spheron), polyakrylamidové gely, iontoménice (dowex),
polysacharidové gely (sephadex) pro chromatografii bilkovin, NK a biomolekul obecné.

Volba mobilni faze:

Tento krok ma kliéovy vliv na kvalitu 1 u¢innost déleni = fyzikalni chemie rozpoustédel
(a jejich misitelnych smési). Konstantni slozeni F,, —izokraticka eluce. Jestlize se

slozeni F,; béhem vyvijeni chromatogramu méni - gradientova eluce.

ADSORPCNI CHROMATOGRAFIE (ADC)

Adsorpce — povrchovy jev —zachycovani (usazovani, hromadéni) latky (slozky délené
smési) na rozhrani dvou fazi s vétsi afinitou slozky ke stacionarni fazi Fg (ale ne zase

ptili§ vetsi — jinak by se tato slozka nepohnula z mista startu).

Mechanismus adsorpce — mezimolekularni povrchové sily —od malych (VAN DER
WAALS) ptes stfedni (elektrické) az po velké — blizké chemické vazbé (pfi chromatografii
nezadouci).

PROVEDENI

F —pevna latka (adsorbent), F,, — kapalina nebo plyn = LSC, GSC. Nejvétsi vliv na
adsorpci ma povrch adsorbentu (porozita, morfologie).

ADSORBENTY POLARNI

Tyto adsorbenty jsou hydrofilni (historicky tradi¢ni): oxidy (Al,Os, Fe,O3 CaO, MgO),
hydroxidy [Ca(OH),, Mg(OH),], sirany (CaSO4, MgSO,), uhliditany (CaCOs),
kiemicitany (kifemelina — mikroskopické skotapky pravékych rozsivek, silikagel),
fosforec¢nany [Ca;3(PO,),], Skrob, sacharoza.

Pouziti adsorp¢ni chromatografie s polarni stacionarni fazi:

Déleni malo polarnich latek (pigmenty, vitaminy, hormony, tuky aj.).
ADSORBENTY NEPOLARNI

Tyto adsorbenty jsou hydrofobni (obracena faze) — rizné formy aktivniho uhli, organické
pryskyfice.

Pouziti adsorpéni chromatografie s nepolarni stacionarni fazi:

Déleni nepolarnich latek a téch polarnich latek, jejichz molekuly obsahuji aromatické
jadro (aromatické aminokyseliny, fenoly, nukleové kyseliny aj.).

F,, je kapalina (LSC) - fyzikélni chemie rozpouStédel. Pozor! I rozpoustédlo se pfi

chromatografovani adsorbuje na adsorbent — molekuly slozek délené smési soutézi s
molekulami rozpoustédla v adsorpci na aktivnim povrchu adsorbentu.

Fy je polarni = F,, musi byt o néco méné& polarni, nez molekuly d&lené latky. Cim je
délend latka polarngjsi nez F,,, tim pevnéji je poutdna k adsorbentu. V opacném piipadé

molekuly rozpoustédla vytésnuji adsorbovanou latku a k dé€leni nedojde. Po ukonceni
chromatografovani je nutno (na polarni Fg adsorbované) oddélené slozky délené smési

vymyt — eluovat — siln¢ poladrnim rozpoustédlem.

Je-li F§ nepolarni — vSe opac¢né.
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Obecné pouziti adsorpcni chromatografie:
Déleni nepolarnich nebo mélo polarnich latek na polarnich adsorbentech.

METODIKA ADSORPCNI CHROMATOGRAFIE

e Kilasicka sloupcova chromatografie (LSC) — nejpouzivanéjsi preparativni metoda v
laboratoti organické chemie. Adsorbent — silikagel (déleni rostlinnych pigmentii),
apatit (d¢leni bilkovin).

e Vysoce ucinna (vysokotlaka) sloupcova chromatografie (HPLC) — pozdéji bude
probrana zvlast.

e Tenkovrstevna chromatografie (TLC) — rozsifeni techniky papirové chromatografie
(PC). Hlavni piednost pted papirovou chromatografii — vétsi odolnost materialu
(vrstvy), coz dovoluje i pouziti drastickych elucnich ¢inidel.

VRSTVY
e VoIné sypané na sklenéné podloZzce (specifické slozeni),

e Vrstvy fixované pojidlem. Komeréni vyrobky — silufol (silikagel na hlinikové
podlozce, lucefol (celuldza na hlinikové podlozce), alufol (oxid hlinity na hlinikové
podlozce)

METODIKA TENKOVRSTEVNE CHROMATOGRAFIE

Start, vyvijeni F,,, odpatfovani rozpoustédla, detekce zon, odd¢leni zon, eluce.

Pouziti TLC:

Vétsinou pouze kvalitativni metoda (déleni, preparace). Nékteré postupy vSak mohou

poskytovat i kvantitativni vysledky (analyza) - sériové dopingové testy.
ROZDELOVACIi CHROMATOGRAFIE

Délici princip je stejny, jako u extrakce (je kvantitativné vystizen rozdélovaci konstantou
k,=¢ /¢, —pomérem koncentraci délené latky ve dvou vzdjemné se nemisicich

kapalinach za stavu dynamické rovnovahy).
Pouziti k déleni:
e hydrofilnich latek: Fg —voda, vodny roztok organického rozpoustédla na nosici,
kterym je zpravidla Skrob, celuléza, kiemelina. F,, —nepolarni organické
rozpoustédlo (uhlovodiky, chloroform).

e hydrofobnich latek: F, —hydrofobni kapaliny (parafinovy, silikonovy olej) na

nosici, kterym je napft. silikonovand nebo acetylenovana celul6za nebo kiemelina.
F\, —hydrofilni kapaliny (vodné roztoky nizSich alkoholi).

METODIKA ROZDELOVACIi CHROMATOGRAFIE
e Kilasicka sloupcova (CC) — dnes jiz prakticky nepouzivana.
e Papirova (PC) - F: voda zakotvena na chromatografickém papiie (Cista celuloza),

pro zakotveni nepolarni F (obracena faze) nutnost upravy papiru — acetylace.

e Provedeni: vzestupnd, sestupnd, jednorozmérnd, dvojrozmérna.

e Vyhody: nenarocnost, rychlost, velka dé€lici schopnost.
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e Nevyhody: mala kapacita.
e TLC.
e HPLC.
Obecné pouziti rozdélovaci chromatografie:
Moznost déleni vSech latek, nejéastéji vSak déleni polarnich nizkomolekularnich latek

(alkaloidy, peptidy a;.).
CHROMATOGRAFIE NA IONTOMENICICH (IEC)

Iontoménic¢e (ionexy)— anorganické nebo organické polyelektrolyty nerozpustné v
béznych rozpoustédlech. Jejich molekuly obsahuji "zabudované" (ionizované) ionogenni
funk¢éni skupiny — se "zabudovanymi" kladnymi nebo zapornymi elektrickymi naboji. Tyto
naboje pritahuji a udrzuji ve své blizkosti (vazou) elektricky ekvivalentni mnozstvi opacné
nabitych iontd. Tyto — tzv. "protiionty" — se mohou ve vodném roztoku vyménovat za jiné.

Mechanismus déleni:
Vratnd vyména iontl mezi mobilni fazi F,, (vodny roztok) a stacionarni fazi Fgy —

iontoménicem (jeho ionogennimi skupinami). Déleni je zplsobeno rozdilem ve
velikostech naboji riznych iontl. Velikost ndboji iontil zavisi na jejich oxidaénim ¢isle a
na disocia¢ni konstanté, ktera je ovlivnéna pH prostiedi.

ROZDELENI IONTOMENICU
e Podle ptivodu

1. Piirodni — anorganické — zeolity (vodné hlinitokiemicitany jednomocnych a
dvojmocnych prvki), organické — humus, bilkoviny, hnédé uhli aj.

2. Syntetické — anorganické — syntetické zeolity, mikrokrystalické gely, organické —
pryskyfice na bazi styrén-divinyl-benzén.

¢ Podle funk¢nich skupin

Katexy (vyména kationti),

Anexy (vyména anionttl),

Redox ionexy (oxidacné redukéni),

Selektivni ionexy (vybérové),

A O O

Amfoterni ionexy (obojaké — katexy nebo anexy podle pH prosttedi).
e Podle skupenstvi
1. Pevné — zrnité (sférické nebo mleté), nezrnité (vlakna, membrany, trubice),
2. Kapalné.
ZAKLADNI POJIMY

Cyklus ionexu

k'A"+B" < kB"+A"

(%) (Fu) © (F) (Fu)

k"A" —Kkatex v cyklu A" ; k"B — Kkatex v cyklu B". Napft.
—SO,H" + Na* <> —SO;Na* + H".

katex:
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a’A"+B < a'B +A"
(Fs) (Fu)e (F) (Fu)

a'A” —anex vcyklu A™; a'B” —anex v cyklu B™. Napf.

anex:

—-NH; (OH) + CI" «> —NH;CI" +(OH) .
V konkrétnich ptikladech tikame "ionex v cyklu H", CI", (OH)f " apod.

Cyklovani ionexu: pfiprava, navdzani vhodnych iontd (pfed jeho chromatografickym
pouzitim.
Kapacita ionexu — maximalni mnozstvi ionta (mval . gfl) , které je ionex schopen vazat za

optimalnich podminek.

1 val je mnoZstvi reagujici latky, které v daném chemickém nebo
elektrickém vazebném procesu kvantitativné nahradi 1 mol vodiku
nebo 1 mol elektroni.

Kapacitu ionexu ovliviiuje:
e zrnitost, porozita (bobtnani, sitovani),

e iontova sila roztoku — F, — soutéz o ionty mezi F,, aionexem,
e pH roztoku — F,, —zvlasté u slabych ionex.

Katexy: silné  — SO; H* (sulfoskupina),
slabé —COO H" (karboxylova skupina).

Anexy: silné  —N*(CH,) (amoniova skupina),
slabé —N'"R; (aminoskupina).
METODIKA CHROMATOGRAFIE NA IONTOMENICIiCH

Sloupcové provedeni; ionex v koloné. F,, — proménnd hodnota pH — gradientova eluce.
Proménna hodnota pH méni "zajimavost" iontl délené smési pro pouzity ionex (méni
vlastnosti ionexu selektivné i kapacitn€). Ionty se stejnym nébojem (stejného druhu) se
proto zachycuji (vyméiuji) na témZ misté sloupce ionexu.

Eluce zachycenych iontl: opaény postup nez pii chromatografii — pouziti rozpoustédla
(latky), jejiz ionty vytésiuji ionty zachycené ionexem.

PouZiti chromatografie na iontoménicich:

A. Odstranéni nezadoucich iontu

Zmékcéovani vody (Na® — Ca’,Mg"), rafinace cukru (odstranéni kovovych ionti),

deionizace vody (katex v cyklu H® + anex v cyklu OH = sniZzeni koncentrace

oxoniovych a hydroxoniovych iontii na koncentraci ~2-10™* % — sekundarni okruhy v
jadernych elektrarnach). Odstranéni rusivych ionti [napf. iontli kovl ovlivitujicich chut,
barvu 1 toxicitu ovocnych sirupli, srazlivost krve piti fyziologickych pokusech
(Na+ - Ca*), piiprava umé¢lého matetského mléka se snizenou srazlivosti v zaludku,
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odstrafiovani slozitych polymert z roztoki, napt. nukleovych kyselin pii izolaci enzymu
apod.].

B. Koncentrovani a izolace stopovych mnozZstvi latek

Pouziti selektivnich ionmexiéi napt. pro stanoveni Cu vmléce 1 pii koncentracich =
10" g-ml™" . Odstrafiovani t&Zkych kovii z odpadnich vod, v biofyzice — napt. izolace
kyseliny askorbové (vit. C) z citrusového odpadu po lisovani, izolace streptomycinu
z kultivaéniho média. Pouzivano 1 v jaderné fyzice pro izolaci “nékolika” atomu
transurand, ziskanych pomoci urychlovact ¢astic.

C. Chromatografické déleni sloZitych smési anorganickych i organickych iontu

V biofyzice — nejrozsifenéjsi aplikaci této metody je analyza smési aminokyselin, rutinni
kontrola 1é¢iv, krmiv, potravin.

D. Chromatofokusace

Modifikace chromatografie na iontoménicich — preparativni chromatografickd metoda
s vysokym stupném rozliSeni pro déleni bilkovin podle jejich izoelektrického bodu
(1977). Linearni gradient pH v koloné€ — specidlni anexy a amfoterni tlumivé roztoky
(pufry). Takto ziskané zony jednotlivych bilkovin jsou velmi ostré (Sitka =~ 0,004 pH).

GELOVA (VYLUCOVACI) CHROMATOGRAFIE (GPC)

Déleni slozek smési podle velikosti molekul. Diftize nizkomolekularnich latek dovnitt
gelu — permeace (gel permeation chromatography — GPC). Pii urcité velikosti port a
molekul smési je permeace selektivni. Gel —inertni polymerni zesitovana matrice s
volitelnou velikosti port.

F; — kapalina — nejcastéji voda zachycend uvnitf gelu. F,, — tatdz kapalina vné gelu.
Extrémni pripady prichodu délené latky kolonou obsahujici:
e exkluze (molekuly prochézeji bez zachyceni),

e totalni permeace (zachyceni vSech molekul).

Charakteristika gelu: vylu€ovaci mez M, —relativni molarni hmotnost nejvétsi Castice,

<107,

r, lim
ktera je jest& schopna proniknout do péri gelu. Moznosti: 10* < M, .
Pouziti gelové chromatografie:

Analytika a preparace makromolekularnich hydrofilnich latek.

Analytické pouziti: stanoveni molarni hmotnosti, analyzy smési bilkovin a kapalin
biologického piivodu.

Preparativni pouziti: odsolovani (Cisténi bilkovin), d€leni suspenzi bunék a bunéénych
¢asti, izolace DNA, gamaglobulinu apod. VysuSovani.

AFINITNI CHROMATOGRAFIE (AC)

Mechanismus déleni: schopnost biologicky aktivnich latek vytvaret specificky a vratné
komplexy (chemicky se vazat) s urCitymi latkami, nazyvanymi afinanty.

Afinant je obvykle vdzdn na pevnou latku — nosi¢ (nejCastéji agardza) — afinantni
sorbent — v koloné. Biologicky aktivni latka se pfi prichodu kolonou na tomto sorbentu
zadrzi (vaze) — ostatni latky protékaji. Tradi¢ni ndzev afinitni chromatografie je pon¢kud
nepiesny. Situaci by 1épe odpovidal nazev biospecificka sorpce.
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Eluce: zvyseni iontové sily eluéniho roztoku — obvykle zménou pH. Casto pouZivanou
modifikaci je tzv.vsddkovéa metoda — pfidani afinantniho sorbentu do roztoku.

Pouziti afinitni chromatografie:

Izolace sloZitych a vzacnych latek, ¢isténi bilkovin, pigmentt, izolace vakcin. Také napf.
izolace lektinti — bilkovin v krvi s vysokou aktivitou k cukru — pfi rychlém urcovani krevni
skupiny.

KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
Vysoce ucinna (vysokotlaka) kapalinova chromatografie (HPLC).
Nejdokonalejsi varianta sloupcové (kolonové) kapalinové chromatografie.

Vznik: teorie chromatografickych procesti + prudky rozvoj ptistrojové techniky, zejména
v oblasti detekce chromatografovanych latek.

Sorbent: velmi jemné (J~2 um-50um) vysoce homogenni castice v kovovych
(vyjimecné 1 sklenénych) trubicich (kolonach). Primér trubic je asi 2 mm - 8 mm, jejich
délka ~10 mm- 1-10° mm.

F, je chemicky (“navidy”) vazanid na sorbent. Velky hydrodynamicky odpor proti
pritoku F,, ; proto je pouzito velkého tlaku (=10 MPa ) pro urychleni pritoku (pfi déleni i
eluci).

Vyhody: velkd ucinnost a rozliSovaci schopnost. Moznost velmi pfesné temperace. HPLC
je jednou z nejdokonalejSich analytickych metod.

Nevyhoda: velmi drahé komer¢ni piistroje — HPLC chromatografy.

METODIKA HPLC

Jsou pouzivany vSechny principy kapalinové chromatografie (obvykle s obracenou fazi).
Pouziti vysoce ucinné kapalinové chromatografie:

Déleni slozitych smési velmi pribuznych latek.

PLYNOVA CHROMATOGRAFIE (GO)
Mechanismus déleni:
adsorpce, extrakce, rozdélovaci chromatografie. F,, —plyn (plynnd smés latek). F; —
kapalina (GLC), pevna latka (GSC).
METODIKA PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

Sloupcova (kolonova) chromatografie provadéna vyluéné na komerénich plné
automatizovanych a velmi drahych pftistrojich — plynovych chromatografech. Kolonami
jsou sklenéné trubice (@~ 0,25 mm , délka az 1-10° m).

Pouziti plynové chromatografie:

Prevazné k analyze tékavych latek. Adsorpéni princip je pouzivan pro déleni
permanentnich plynt — vyfukové plyny, bioplyn apod. Rozdélovaci princip se uplatiiuje
pii kontrole aromatickych latek (vonavky, parfémy, likéry). GC je soudni metodou pfti
stanoveni obsahu alkoholu v krvi, pfi kontrole potravin, odpadnich vod apod.
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ELEKTROFOREZA, KRYSTALIZACE,

SPECIALNI METODY DELENI BIOMOLEKUL

ELEKTROFOREZA, KRYSTALIZACE, DESTILACE, LYOFILIZACE

ELEKTROFOREZA

Délici metoda vyuZzivajici ruzné pohyblivosti riznych iontd (slozek smési) ve
stejnosmérném (homogennim) elektrickém poli.

Pohyblivost ionti zavisi na:

e velikosti naboje,

velikosti a tvaru ¢astice — iontu,

pouzitém elektrolytu,

e povaze nosice elektrolytu.

VétSinu biologicky zajimavych latek 1ze ve vodném prostiedi prevést
na elektricky nabité castice.

Metodika:
e disociace,
e zména pH,
e adsorpce iontl jiného druhu,

e chemickou vazbou - tvorbou tzv. ionogennich komplext.

TEORIE POHYBU NABITE CASTICE V ELEKTRICKEM POLI

Uvazujme pro jednoduchost napt. kulovou castici nesouci ndboj Q v elektrickém poli o
intenzité E.

Piisobici sily:

e elektricka sila F = EQ = konst.,

e odpor prostiedi F, =6nrnv=kmnv # konst. (roste s rychlosti).
Rovnovazny stav nastane pii nulové vyslednici; tedy kdyz F=F-F,=0 =
EQ=6mmv=knv =

v =EQ/(kn) (n- souinitel dynamické viskozity).

Pro lepsi srovnani zavadime mérnou veli¢inu p=v/E = Q/kmn, nazyvanou pohyblivest
Castice. V praxi dochazi k odchylkam od této teoretické hodnoty z nasledujicich divodu:

1. Iontovy obal Castice zvétSujici jeji primér a snizeni jeji pohyblivosti. Vychodisko:

pocetni korekce.

2. Elektrolyza — priichod el.proudu —zména elektrod a jejich okoli (zména pH).
Vychodisko: oddéleni elektrodového a separa¢niho prostoru.
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3. Elektroosméza — transport H,O hydratovanymi ionty — zména osmotického tlaku v
jejich okoli. Vychodisko: pocetni korekce.

4. Preména elektrické energie ve vnitini energii (JOULEOVO teplo). Nutnost chlazeni.
Vysokonapé&t'ova elektroforéza (U >1000 V) — opatrnost!
Pouziti: déleni nizkomolekularnich latek.
Nizkonapét’ova elektroforéza (U ~200 V).
Pouziti: déleni labilnich biopolymert (chlazeni).

VOLNA ELEKTROFOREZA

Elektroforéza s pohyblivym rozhranim; moznost odd€leni pouze nejpomalejSich a
nejrychlejsich iontli. Nejstarsi, dnes jiz velmi malo pouzivand metoda.

Kontinualni zénova (volna beznosicova) elektroforéza

Kontinualng ptivadény elektrolyt

-

<« Nasttik délené

\ \ v \ \
Odebirané frakce
Vyhody: zna¢ny vykon; malé ztraty, G¢inné déleni.

Pouziti kontinualni zonové elektroforézy: déleni tkanovych extrakti, bilkovin, zivych
bun€k 1 jejich ¢asti, €isténi syntetickych hormont pro genetické inzenyrstvi v beztizném
stavu — az Skrat vétsi Cistota neZ v podminkéach pozemskych laboratofi.

ELEKTROFOREZA NA NOSICIiCH

UmoZziuje odstranit hlavni nevyhodu volné elektroforézy (zpétné misSeni rozdélenych latek
termickou konvekci) tim, Ze elektrolyt je zakotven na nosici.

A. Zakladni elektroforéza — pouze vyuziti rozdilné pohyblivosti iontl. Déleni podle
nosice elektrolytu:

e papirova elektroforéza —nosicem elektrolytu je chromatograficky papir.
E~(5- lO)V -m~' — analyza bilkovin; E~200 V-m™' —dé&leni nizkomolekularnich
latek.

e elektroforéza na tenké vrstvé — nosicem elektrolytu (H,O + pufr) je vrstva silikagelu
nebo Skrobu na sklenéné podloZzce.

B. Kombinovana elektroforéza —k dé¢leni je vyuzito (kromé.el.naboje) jesté dalSich
odli$nosti — napt. velikosti a molarni hmotnosti iontd. Nosi¢em elektrolytu je obvykle
gel — pii déleni je vyuzito moznosti gelové chromatografie.
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METODIKA
Papirova nebo tenkovrstevna elektroforéza

nastrik smési
+ papir nebo tenka -
vrstva ‘

Gelova elektroforéza

délena smeés

Vyjimatelnd trubice s gelem =

k y

MODIFIKACE GELOVE ELEKTROFOREZY

e Elektroforéza s gradientem porozity,

e lzoelektricka fokusace —gradient pH v gelu—d¢leni bilkovin podle jejich
izoelektrického bodu (pouziti pro diagnostické klinické analyzy, k déleni bunék a
vird).

e Izotachoforéza — pohyb zon stejnou rychlosti (razné elektrolyty v katodovém a
anodovém prostoru).

KOMBINOVANE ELEKTROFORETICKE METODY
Elektroforéza + dalsi délici metody = znaéné zvySeni ucinnosti déleni

¢ Elektrochromatografie — dvourozmérna — jeden smér chromatografie, druhy smér
elektroforéza,

e Elektrodialyza,
o Elektroultrafiltrace,

e Elektrodesorpce — eluce slozek afinitni chromatogratie elektrickym polem.

VYZNAM ELEKTROFOREZY PRO DELENI BILKOVIN:
- mapovani lidskych bilkovin (fadové tisice),

- praktickda medicina (klinicka diagnostika, nap¥.dnes jiZ rutinni testy
ke zjiSténi maligniho bujeni),

- zakladni biochemicky vyzkum a genetické inZenyrstvi.
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KRYSTALIZACE

Vylucovani latky v pevné fazi (ve form¢ krystali) z faze plynné nebo kapalné (z roztoku
nebo z taveniny). Krystal — homogenni anizotropni kontinuum — modelovéa pfedstava.

Krystalizace — jednoducha a dokonala Cistici metoda (¢inn¢jsi nez destilace). Ptiprava
latky v krystalickém stavu — cil kazdého soucasného biofyzika (i alchymisti).

Princip ¢iSténi: teplota tani Cisté latky je vyssi nez u latky znecisténé. Proto je teplota tani
(za daného tlaku) dulezitou identifikacni informaci.

Krystalizace v béZném slova smyslu — zahusténi roztoku = ochlazeni = oddéleni
vykrystalizované latky.

Pozadavek: Cistota, vytézek.
Krystalizaci délime na:
e Preparativni — primyslova vyroba krystalickych latek,
e Péstovani monokrystali — ziskani jediného, co nejdokonalejSitho a nejvétsiho
monokrystalu.
KRYSTALIZACE Z ROZTOKU
Pti tomto postupu je rozhodujici rozpoustédlo.
Rozdéleni podle metodiky presyceni:
e Ochlazovani roztoku — rozhodujici je rychlost ochlazovani.
e Odparovani rozpoustédla — pomalejsi odpatovani = vétsi krystaly.

e Pfidani jiného rozpoustédla, které se misi s pivodnim, ale v némz je dana latka
nerozpustna nebo méné rozpustna (napf. piidani etanolu do vodného roztoku cukru).
KRYSTALIZACE Z TAVENINY

Zonalni taveni — vyvinuto pro vyrobu anorganickych polovodict (Ge). Pro biologicky
vyznamné latky nepouzitelné — pfili§ vysoka teplota.

SUBLIMACE

Vypatovani latky z pevné faze —metoda vhodna pro biologicky vyznamné latky.
Provadime jej obvykle za snizené¢ho tlaku.

Pouziti organickych monokrystalii: Naftalen, antracén — scintilatory, triglycinsulfat -
piezoelektrikum. Organické polovodice a supervodife. Zvlastni vyznam monokrystalt
pro jejich RTG strukturalni analyzu — jedinou metodu umoZziujici "vidét" prostorovou
strukturu krystalu az po atomové detaily — konstituce, interakce, Kkinetika,
farmakologicky ucinek apod.

MIKROMETODY PRO PESTOVAM MONOKRYSTALI"J )
MAKROMOLEKUL ZACHOVAVAJICICH JEJICH NATIVNI
VLASTNOSTI

e izotermalni destilace,
e dialyza v mikrodialyzatorech,

e ultracentrifugace.



-26 - Preparativni a separacni metody

DESTILACE

Destilace je jedna z nejstarSich metod k déleni kapalin, nizkotajicich latek a
zkapalnitelnych plynii, vychazejici z rozdilu v jejich teplotach varu.

Za normalniho tlaku:

e prosta destilace,

e frakéni destilace (rektifikace).
Za sniZeného tlaku:

e vakuova destilace.

Nejjednodussi je prosta destilace. Pro rektifikaci (zvlast¢ primyslovou) je zapotiebi
slozita aparatura — zpracovani ropy, vyroba rozpoustédel a destilati.

SniZeni tlaku pti vakuové destilaci vede ke sniZzeni teploty varu — vyhodné v biofyzice pro
zachovani nativnostni. Dalsi vyhodou této (vakuové) metody je omezeni vlivu vzdusného
kysliku. Rizikem pii vakuové destilaci je tzv. utajeny var —silné lokalni prehrati
spodnich vrstev kapaliny v kaddince nebo bance diky hydrostatickému tlaku. Pfi ndhodném
promichédni (otfesu) a premisténi této kapaliny k hladin¢ — explozivni var. Zamezeni —
probubléavani inertniho plynu z kapilary, jejiz Gsti je az u dna.

MOLEKULARNI DESTILACE

Destilace labilnich latek, pfi niz je (za vysokého stupné vakua) vzdéalenost hladiny
kapaliny a povrchu chladi¢e mensi, nez stiedni volna draha kapalinu opustiv§ich molekul.

Zahiivani kapaliny byvéa obvykle mzikové (10*2 s) .

LYOFILIZACE

Jde o mrazovou sublimaci — nejSetrnéjsi zpuisob suSeni biologicky vyznamnych latek.

Princip: tenkou vrstvu vodného roztoku latky nechame dokonale zmrznout. Pak — vysoky
stupefi vakua (0,01-2) mmHg = intenzivni sublimace H,0 = dal§i samovolné

ochlazovani.
Vyhody:

e Nepatrné riziko denaturace (bilkoviny, antibiotika, enzymy, viry, mikroorganizmy
apod.),

e Zabranéni uniku tékavych latek, které by pii bézné destilaci byly strzeny vodni parou,

e Zachovani objemu vysusSované latky — kyprost a z ni plynouci nasledna vynikajici
rozpustnost ve vode¢,

e Diky nizké teploté nehrozi nebezpeci mikrobiologické ndkazy nebo enzymatickych
destrukcnich procest,

e Vylouceni vlivu vzdusného kysliku a tim 1 poruseni snadno oxidovatelnych latek,

e Vysledny produkt ma nepatrnou vlhkost (= 0,5%) coz umoziiuje prakticky neomezené
dlouhé¢ skladovani.
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CHEMICKE DELICIi METODY

A. Chemické reakce —prechod na latky snazeji délitelné (eterifikace, esterifikace,
acetylace, aj.)

B. Tvorba komplexii — molekuldrni slouceniny (chemicka vazba), inkluzni komplexy
(skladaji se z molekul hostitele, v nichz je uzavien host)

Klatraty (mfizovi) —napt. molekuly hydrochinonu uzaviraji hosta v kulové dutiné
své molekuly,

Kanalkové struktury — krystalické adukty s mocovinou,

Vrstevnaté slouceniny — interkalaty — napt. grafit nebo slida.

DELENI BILKOVIN

Prirodni vyskyt téchto latek: sloZité smési s velmi malymi rozdily ve
vlastnostech sloZzek. Mala vychozi koncentrace. Znaéna labilita. =
Problém !!

Proto tyto poZadavky: omezeni denaturac¢nich vlivii, co nejnizsi
teplota, kontrola pH.

Postup:

1. Extrakce do roztoku,

2. Klasické délici metody (sraZeni, centrifugace, dialyza aj.),
3. Moderni délici metody (chromatografie, elektroforéza aj.),
4

ZvysSovani ¢istoty (opakovana krystalizace)
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VYBRANE ELEKTROCHEMICKE METODY

ELEKTROLYZA, GALVANICKE CLANKY, ELEKTRODY, POLAROGRAFIE

Témét vSechny chemické interakce jsou na atomové urovni interakcemi elektrickymi. V
tomto smyslu je chemie vlastn¢ elektrochemii. V uzs§im slova smyslu se pod pojmem
elektrochemie rozumi studium roztokd elektrolyti a jevli na elektrodach do téchto
roztokli ponofenych.

HISTORICKE POZNAMKY

e clektfina = GILBERT — fyzik britské kralovny ALZBETY (kolem 1600),

e kladna a zdporna elektiina = B. FRANKLIN (1747),

e zivoCi$nd elektfina" =~ L. GALVANI (1791),

e prvni baterie (VOLTUV sloup — desticCky Ag a Zn prolozené NaCl) ~ A.VOLTA

(1800),
e clektrolyza, elektricky oblouk = H. DAVY (1806), ale hlavné MICHAEL FARADAY.

FARADAY nastoupil roku 1813 jako laborant k DAvYMU do kralovského britského
institutu. Genialni experimentator. Plvodni vzdélani — tiskaf, fyzik samouk. Od
FARADAYE pochazi kromé jiného elegantni dodnes pouzivané ndzvoslovi a samoziejmé
zakony elektrolyzy (jedny z nejpresnéji platicich zdkont ve fyzice a v pfirodé viibec).

Po FARADAYOVYCH objevech vzal vyvoj v elektrochemii velmi rychly spad.

ZAKLADNI POJMY
o elektricky naboj (elementarni naboj o hodnoté e=+1,6-10"°C)
e clektricky proud (uspotfadany pohyb volnych nosict elektrického naboje).
VEDENI ELEKTRICKEHO PROUDU
Vodice:
1. tfidy (linearni vodice) — kovy,
2. tfidy — kapaliny, plyny.
Elektrolyty:

Kapaliny vedouci elektricky proud, v SirSim smyslu tak nazyvame i latky, které po
rozpusténi v daném (proud nevedoucim) rozpoustédle z n¢j elektrolyt vytvareji (napt. soli).

Elektricky odpor (rezistence):

znaCka R - odpor proti vedeni elektrického proudu - vSeobecna a pfirozena vlastnost
latek. [R]=Q(ohm). Pro vodice 1.tFidy plati OHMUOV zakon: U=RI; R=cl/S.

Vyznamnou (tabulkovou) veli¢inou je mérny odpor: c=6(7); [c]=Q-m™.

Pro vodice 2. tFidy (elektrolyty) plati OHMUV zakon pouze v omezeném rozsahu - jen v
ur¢itém intervalu koncentraci rozpusténé latky.

Pievracenou hodnotou elektrického odporu je vodivest G=R'; [G]=S(siemens),

S=Q"'. G=xS/l. Vyznamnou (tabulkovou) veli¢inou je mérna vodivost k=0 ';
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[k]=S-m™. Podle m&mé vodivosti délime elektrolyty na silné (soli, anorganické
kyseliny) a na slabé (organické kyseliny).
ELEKTROLYTICKA DISOCIACE

Piisobeni rozpoustédla — Stépeni molekul rozpousténé latky na nabité Castice —ionty
obojiho znaménka. Pfi malych koncentracich se u silnych elektrolyti projevuje uplna
disociace, u slabych elektrolyti je pouze ¢aste¢na disociace rozpusténé latky. Soucasné s
disociaci probih4 rekombinace — ionty se opé€t spojuji v neutradlni molekuly.

Je-li v daném objemu roztoku n, molekul rozpusténé latky, z nichz n; je disociovano, je

!
n
a=-"2
ny

tzv. stupen disociace elektrolytu; ae(0;1>; a~T; axc'. Pro silné ziedéné roztoky
(¢c—>0)jea—1.

Dale definujeme tzv. molarni vodivost

I'=x/c|, [K:K(c), [¢]=kmol - m™ :mol-l’l],

ktera je obecné rostouci funkci koncentrace ¢ (linearni je pouze pro vodny roztok KCI).

Pro srovnani vodivosti ruznych elektrolyti provadime extrapolaci pro nulovou
koncentraci ¢ —> 0:

iml =lim= =~

c—0 >0

Hodnoty I'” jsou pro vétSinu bézné pouzivanych elektrolyti uvadény v tabulkach =
moznost experimentalniho stanoveni stupné disociace roztoku o zndmé koncentraci ¢
métenim jeho vodivosti k a vypoctem jeho molarni vodivosti I' jako

o=—
FDO

Experimentalni metoda, spocivajici v mécfeni veodivosti elektrolytd, se jmenuje
KONDUKTOMETRIE (¢;x — I3 T,T” > a).

ELEKTROLYZA

je chemicky d¢j (lyza —rozklad, odd¢€leni) zplisobeny priichodem elektrického proudu
elektrolytem. Spojeno s pfenosem hmotnosti. Dva zakony elektrolyzy — FARADAY.

1. zakon: Hmotnost (m) latky vylou€ené na elektrodé je p¥imo imérna

pro3ilému naboji (Q)

m = AQ

A je tzv. elektrochemicky ekvivalent latky; [4]=kg-C™
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Z prvniho FARADAYOVA zékona plyne: 4=m/Q =p/ze, kde u je hmotnost iontu, € je
elementarni naboj a z je oxidacni Cislo.

Pouzijeme-li AVOGADROVY konstanty N, = 6,022 -10% mol™', mizeme psat

gt Ny M 1 M

zeN, z N,e zF’
kde
F=9,649-10" C-mol ™

je tzv. FARADAYUV naboj a M/z je tzv. kilogramekvivalent prvku (kiloval, chemicky
ekvivalent).

2. zakon: Elektrochemické ekvivalenty (A) ruznych prvki (latek) jsou

primo imérné jejich chemickym ekvivalentim (M/z)

Y

A=—2
F z

1. a 2. FARADAYUV zdkon mizZeme spojit a psat

1M
F z

m:AQz%Q: A

FARADAYOVY zakony jsou jedny z nejpiesnéjSich prirodnich zakonu, umoznujicich
uréeni AVOGADROVY konstanty a elementarniho elektrického néboje.

Z téchto zakonl vychazela star$i definice ampéru — jednotky elektrického proudu. V dobé¢
svého vzniku (1. pol.19. stol.) tyto zdkony vyrazné podpofily predstavu o atomické
struktute elektrického naboje a o atomismu vibec.

Experimentalni metoda, spocivajici v presném méfeni elektrického proudu pfi
elektrolytickych déjich, se jmenuje COULOMETRIE.
GALVANICKE CLANKY

Soustavy, poskytujici elektrickou energii na ukor energie, vytvarené pii samovolnych
chemickych nebo koncentra¢nich zménach, které v nich probihaji.

(1) Zn Zn )
o H,O s - + H,0
@" +
+ N +
O
+ _ _ - _ +

++ + ++ +

Ponofime-li desticku kovu (napf. ) do vody, dojde samovolné k hydrataci iontd Zn™" v
povrchové vrstvice kovu a prechod téchto iontd do vody v okoli desti¢ky (1). To mé za
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nasledek vznik diftzni elektrické dvojvrstvy s rozdilem potenciali mezi kovem a jeho
nejbliz§im ,,vodnim* okolim (2), branicim dal§imu pronikani iontd Zn"" do vody.

Jde o stav dynamické rovnovahy —piechod iontd Zn™ mezi kovem a vodou je
obousmérny a ve stavu rovnovahy kvantitativné stejny.

Potencialovy rozdil v difiznich dvojvrstvach riznych kovi je rizny. Uslechtilejsi kovy
se rozpoustéji méneé — méne iontl v okoli kovu — mensi potencidlovy rozdil v dvojvrstve.

Podobny dé&j nastava pii ponofeni kovu do roztoku své soli. V tomto piipadé je vSak
piechod kovovych iontl do roztoku ztizen — v roztoku jiz tyto ionty jsou. Existuje dvoji
moznost:

e rozpousténi povrchové vrstvy a prechod iontli do roztoku — kov se nabiji zaporné a
jeho kapalné okoli kladné,

e kov se nerozpousti a ionty ptechéazeji z roztoku do kovu — kov se proto nabiji kladné
a jeho kapalné okoli zaporné.

Podle starSich ptfedstav (NERNST —méné piesné, ale nazorné) zavisi polarita difGzni
elektrické dvojvrstvy na dvou tlacich. Je to

e celektrolyticky rozpoustéci tlak P, vyvolavajici rozpousténi povrchové vrstvy kovu
= prechod ionti do roztoku,

e osmoticky tlak m iontl v roztoku, vyvolavajici ptechod iontl z roztoku do kovu.
MozZnosti:

e P> mn —ptevladne ptechod kovii do roztoku - kov se vii¢i roztoku nabiji zaporné,

e P =m —stav elektricky neutralni (potencialovy rozdil v dvojvrstvé je nulovy),

e P<m —pfevladne prechod iontl zroztoku do kovu - kov se vii€i roztoku nabiji
kladné.

kov (elektroda) + roztok (i voda), do néhoZ je ponofen = poloc¢lanek

Elektrolyticky potencial poloclanku (rozdil potenciali = napéti v elektrické dvojvrstve)
jeho znaménko i velikost — zavisi obecné na:

e druhu kovu,

e clektrolytickém rozpoustécim tlaku P (vliv rozpoustédla),
e osmotickém tlaku m (vliv rozpoustédla),

e valenci (naboji) ionti,

e teploté apod.

Podle NERNSTOVY teorie 1ze potencial /' polo€lanku (elektrody) vyjadfit vztahem

n
zF o
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Potencial poloclanku nelze mérit primo (aby to bylo mozné, museli bychom vytvofit
elektricky obvod —do roztoku bychom museli ponofit dalsi elektrodu, kterd je opét
poloc¢lankem s vlastnim potencialem).

Vychodisko — porovnani potencidlu dané elektrody s vhodnym normalem —s tzv.
srovnavaci elektrodou. Timto srovnanim ziskdme relativni hodnotu potencialu dané
elektrody, coz je postacujici, nebot’ v praxi — pfi konstrukci €lank# — pracujeme pouze
s rozdilem potenciali pouzitych elektrod a ten je pro jejich absolutni i relativni hodnoty
stejny.

Srovnavaci elektrodou je tzv. vodikova standardni elektroda (viz déle), jejiz potencial
byl dohodou stanoven jako nulovy (0 V).

Spojenim dvou poloélanki o riznych elektrolytickych potencialech
(elektroda kontra elektrolyt v jejim okoli) vznikne galvanicky ¢lanek.

Pro elektromotorické napéti (EMN) ¢lanku (sloZzeného ze dvou poloclanki) plati
EMN =AV =y )
ROZDELENI GALVANICKYCH CLANKU

Galvanické ¢lanky

I I
chemické koncentraéni
I I
I | | |
bez prevodu s pfrevodem elektrolytové elektrodové
1

bez prevodu s pi'evodem

e bez prevodu - spojeni dvou poloc¢lankt se stejnym elektrolytem,
e s prevodem - spojeni dvou poloclanki s riiznymi elektrolyty.
Prevod - kapalinové rozhrani, na némz pii prichodu el. proudu — pfi pouziti ¢lanku jako
zdroje EMN — dochdzi postupné k nevratnym zménam (po vybiti je ¢lanek nepouzitelny).
JINE ROZDELENI GALVANICKYCH CLANKU

o Clanky primarni —vznik EMN pouhym spojenim dvou polo¢lanki. Nevyhoda —
jednordzové pouziti. Priklad: salmiakovy LECLANCHEUV ¢lanek {[C" + chlorid
amonny NH,Cl — salmiak] ; [Zn~ + chlorid zine¢naty ZnCl, ]}.

o Clanky sekundarni — akumulatory. Nejdiive nabiti — polarizace elektrod (viz dale).
Priklad: olovény akumulétor, alkalicky akumulator apod.

e Palivové ¢lanky — piimé pfeména energie chemické na energii elektrickou - oxidace
paliva.

e Standardni ¢lanky —napt. WESTONUV normalni ¢lanek (Cd+ Hg+CdSO, —
nasyceny roztok), EMN (20 °C) =1,017934 V. Timto clankem nesmi prochéazet

elektricky proud — slouzi pouze pro kompenzacni méfeni.
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V soucasné dobé prudky rozvoj galvanickych ¢lanki — strategicka zalezitost kontra lobby
naftovych spolecnosti. I pfes ¢etna zlepseni je elektrickd energie galvanickych ¢lanku stale
jeste mnohem drazsi, nez pfi jeji standardni vyrobé (turbogeneratory).

ELEKTRODY

Obecné neomezené mnozstvi kombinaci pevna latka + elektrolyt. Prakticky vyznam pro
elektrochemické analytické metody vSak maji pouze nékteré z nich.

A. ELEKTRODY 1.DRUHU

e Kovové — kov ponofeny do roztoku svych ionti — napt. Ag |AgNO3

e Plynové — napf.

VODIKOVA STANDARDNI ELEKTRODA

Platinovy plisek, pokryty elektrolyticky vyloucenou houbovitou platinou, syceny plynnym
vodikem a ponofeny do roztoku obsahujiciho vodikové ionty. Potencial této elektrody byl
dohodou stanoven jako nulovy.

—— 0V -dohoda!
o)
Cisty vodik latinovy pli e Xt
platinovy pliSek pokryty Pt ¢erni
(elektrolyticky vyloucena houbovita
platina pro zvétSeni aktivniho povrchu)
Hy <——
1 M H,SOq4
0O O
© O-OO
e ¥ vodikova standardni
elektroda
Hy —»——
(10° Pa)

e Oxidac¢né-redukéni — inertni kov + roztok (elektrolyt) obsahujici ionty ve dvou

riiznych oxidaé¢nich stavech — napt. Pt + Fe™"|Fe™" .

B. ELEKTRODY 2.DRUHU

Kov a jeho nerozpustna siil + roztok obsahujici stejné anionty. Napf.

ARGENTOCHLORIDOVA ELEKTRODA
Stiibrny pliSek elektrolyticky pokryty AgCl ponoteny do kyseliny chlorovodikoveé, nebo
do roztoku rozpustného chloridu: Ag+ Ag'Cl™ ‘ ClI

Kov a (jeho) nerozpustny oxid + roztok obsahujici anionty. Ptiklad
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ANTIMONOVA ELEKTRODA Sb+Sb,0,|OH"

Elektrody 2. druhu se pouZzivaji nejcastéji jako elektrody referenéni (srovnavaci).

C. MEMBRANOVE ELEKTRODY

Vyuzivaji tzv. membranového potencidlu, vznikajiclho na povrSich membran,
odd¢lujicich dva (rizné) elektrolyty (dalezité napt. u bunéénych membran). Priklad

MEMBRANOVA SKLENENA ELEKTRODA

Tenkosténna baitka ze specialniho skla (,,membrana®) naplnénd roztokem konstantniho
slozeni (napt. HCI), pouzivana pro métfeni Ph. Pro vyjadieni membranového potencialu je
pfijimana predstava o vyméné vodikovych iontd zroztoku, do kterého je elektroda
ponoiena, za sodné ionty z povrchu skla. Tato vyména

Na* (sklo)+H" (roztok ) <> H* (sklo)+ Na* (roztok).

probiha ve vrstvicce kiemicitého gelu, ktery se predem vytvoii na povrchu elektrody jejim
macenim ve vod¢. Povrch sklenéné elektrody ptisobi tedy jako iontoménic.

Potencial elektrody zavisi jak na aktivité vodikovych, tak i sodnych kationtl (obecné
alkalickych iontl pfitomnych v roztoku) = alkalicka (pozitivni) chyba. V siln€ kyselém
prostiedi se naopak uplatiiuje tzv. kyseld (negativni) chyba = nutnost korekci téchto chyb.

Nevyjasnéna zatim zlstdva otdzka tzv. asymetrického potencidlu, ktery ma sklen¢na
elektroda i v ptipad€, kdy na obou stranach sklenéné membrany jsou roztoky naprosto
stejného slozeni. U béznych sklenénych elektrod dosahuje asymetricky potencial hodnot
fadu jednotek mV. Asymetricky potencial je jev krajné nezadouci a lze jej zmenSit
dlouhodobym macenim ve vodé nebo slabé alkalickém pufru.

Pozor! Sklenéna elektroda musi byt i v dobé kdy je ,mimo sluzbu*
uchovavana ve vodném prostredi.

D. IONTOVE SELEKTIVNI ELEKTRODY - ISE

Selektivné (vybérove) citlivé na ionty urcitého druhu = pouziti pro kvalitativni 1
kvantitativni analyzu. Kromé selektivity je charakteristikou ISE tzv. detekéni limit
vyjadiujici minimalni métitelnou koncentraci danych iontt v elektrolytu. Dobré elektrody

maji tento limit fadové roven 10~ M , §pickové pak az 10™° M .
SKLENENE ELEKTRODY

Pfi vhodném sloZeni skla membrany jsou tyto elektrony citlivé na jednomocné kationty -
Na',K",Ag",Li",NH, apod. Selektivita sklenénych elektrod se vysvétluje tim, Zze
v hydratovaném skle jsou pfitomna anionicka mista se zapornym nabojem, kterd piitahuji
kationty s pfisluSnym pomérem naboj / velikost kationtu.

KRYSTALOVE ELEKTRODY

Synteticky monokrystal je upevnén tak, Ze je zjedné strany omyvan zkoumanym
roztokem, z druhé strany je prevrstven referencnim roztokem, do néhoz zasahuje obvykle
argentochloridova elektroda. Pouziti — detekce a kvantitativni analyza fluoridovych,
bromidovych, chloridovych, jodidovych ionti.
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Pouziti ISE: stanoveni vSech znaméjSich kationtli a nekterych aniont. Napft. sledovani
fluorizace vody, detekce a analyza sirnikovych a kyanidovych iontl a iontii tézkych kovl
ve vod¢ a odpadech, stanoveni draselnych a sodnych iontd v 1ékafstvi, detekce amonnych
iontl a jinych elektroaktivnich komponent, vznikajicich pfi enzymatickych reakcich =
enzymové ISE, detekce aminokyselin, glukézy, mocoviny, cholesterolu véazaného 1
volného apod.

Pozor! Existuje pomérné snadna moZnost nevratné zmény (,,otravy*)
ISE ionty urcitého druhu. Nutnost zachdzeni a pouZiti daného
navodem, nebot’ cena dobré ISE je znacna.

E. INDIKACNI ELEKTRODY

Ve spojeni snékterou referencni elektrodou (obvykle druhu B —napft.
argentochloridovou) slouzi ke kvalitativni 1 velmi piesné kvantitativni analyze. Dulezité
ptiklady

KALOMELOVA ELEKTRODA

Tato elektroda je tvotfena rtuti pokrytou kalomelem (chloridem rtutnym) a pfevrstvenou
roztokem chloridu draselného.

Pt
KClI (nasyceny roztok)
' Hg,Cl + Hg = pasta - kalomel
/_ Hg (&istd)

~— kalomelova elektroda

MERKUROSULFATOVA ELEKTRODA — Hg|H.SO, + H,SO,

Princip méreni indikac¢nimi elektrodami: Vhodnéd indikaéni + vhodna referencni
elektroda se ponofi do zkoumaného roztoku a méii se potencialovy rozdil mezi témito
elektrodami, ktery zdvisi na slozeni roztoku —smési rozpusténych latek a jejich
koncentraci. Metodika — potenciometrie.

POLARIZACE ELEKTROD

Poloclanek — elektroda v elektrolytu — elektrolyticky potencial ¥V (+nebo-). Dva
poloc¢lanky — €lanek. Za bezproudového stavu — stacionarniho dynamicky rovnovazného

stavu na elektrodach plati: EMN = AV = y® _yO = Vr(+) —y 0.

r

Tento stav se zméni, jakmile cldnkem zacne prochazet elektricky proud (probihd
elektrolyza) — po pfipojeni vnéjSiho napéti, nebo (vné€jsim) spojenim elektrod ¢lanku. Na
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povrchu elektrod a v jejich blizkém okoli za¢ne pfi prichodu elektrického proudu probihat
tzv. elektrodova reakce, sestavajici z nasledujicich dé&ji:

1. diffaze vychozich elektroaktivnich latek k elektrode,

reakce v difizni elektrodové dvojvrstvé, tésné priléhajici k elektrode,
adsorpce vychozich latek na elektrode,

vyména elektronii mezi adsorbovanymi molekulami ¢i ionty a elektrodou,

desorpce produkti této vymény z elektrody,

AN S

reakce v difuzni elektrodové dvojvrstvé,
7. difaze produkti smérem od elektrody.

Pfi téchto procesech je moznd a velice Castd chemicka nebo koncentraéni zména

elektrody, které fikdme polarizace. Polarizaci méni elektroda svij elektrolyticky potencial
z bezproudové hodnoty V. na hodnotu V' (elektroda se ,,brani“ prichodu el. proudu

T

vytvaii sekundarni poloclanek, jehoz polarita je namifena proti sméru elektrolytického
proudu).

Elektrody, které se pti prichodu proudu polarizuji — polarizovatelné elektrody (K # V).
Opakem (spiSe vyjime¢nym) jsou elektrody nepolarizovatelné (Vr = V). Piikladem

nepolarizovatelné elektrody je stFibrna elektroda v roztoku svych iontt.

POLARIZOVATELNE ELEKTRODY

Ptipojime-li k ¢lanku zdroj stejnosmérného elektrického napéti tak, Zze napéti tohoto zdroje
je svoji polaritou namifeno proti EMN c¢lanku, bude ¢lankem prochézet elektricky proud
v jednom nebo druhém sméru podle toho, zda napéti vnéjsiho zdroje U je vétSi nebo
mensi nez rozdil potencialii elektrod.

Oznac¢me V, potencial anody — kladné elektrody ¢lanku —a V, potencial jeho zaporné
elektrody (katody).

Oznacime-li uhrn vSech odporG v obvodu (z nichz nejvétsi byva odpor elektrolytu
v ¢lanku) jako R,, lze proud prochazejici ¢lankem vyjadfit podle OHMOVA zikona

vztahem
In U-(V,-7)
1 = 7 .
Je-li U>V, -V, je proud prochazejici clankem
kladny, je-li naopak U <V, —V,, ma prochazejici
o v 7 Ve Vos U proud hodnoty zaporné.
| ’ Pii prichodu proudu c¢lankem se potencial jeho
/ elektrod neméni pouze tehdy, je-li ¢lanek tvotren
elektrodami nepolarizovatelnymi.

Oznacime-li hodnoty potencialti elektrod c¢lanku,
kterym neprochazi elektricky proud, jako V, , Vi ., miZeme vyjadfit zavislost proudu na

vnéjSim napéti pro danou dvojici nepolarizovatelnych elektrod vztahem
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Ptikladem takového ¢lanku jsou dvé stfibrné elektrody ponoiené do roztoki stfibrnych
ionti.
Prichod proudu pies rozhrani elektroda —roztok je téméef vZdy spojen s chemickou

preménou (oxidaci ¢i redukci) Castic pfitomnych v roztoku nebo v materidlu elektrody.
Proto jsou nepolarizovatelné elektrody piipadem spiSe vyjimeénym.

Daleko rozsifenéjsSim ptipadem jsou elektrody, u nichz pfi prichodu proudu dochazi ke
koncentraénim a chemickym zménam a jejichz potencidl se proto prichodem proudu
méni (Vr - V). Takové elektrody oznacujeme jako polarizovatelné a zmény, které¢ na

nich pfi prichodu proudu nastavaji, nazyvame souhrné polarizace.
Pfipomenime, Ze pii bezproudovém stavu zavisi potencidl elektrody V. pouze na typu
poloclanku (elektroda + elektrolyt).

Probiha-li na elektrod¢ pii prichodu proudu pouze jedina elektrodova reakce, je mirou
jeji polarizace tzv. prepéti.

Prepéti n elektrody nasledkem jeji polarizace je n=V -V (pFitom
bereme v uvahu i znaménka obou potenciali).

Pfipomenime, Ze V' je proudovy potencidl elektrody a V. jeji bezproudovy potencidl,
ktery zavisi pouze na typu polo¢lanku (elektroda + elektrolyt).

PFi¢ina a mechanismus polarizace — zpozdéni nékterého (nebo nékterych) z d&ja 1 -7
proti ostatnim. Zpravidla to byva d& 4 — disledkem je tzv. pFenosové piepéti. Pfi
zpozd'ovani d&ji 1 nebo 7 (nebo obou) vznika tzv. diftizni piepéti.

Hodnota prepéti (véetn¢ jeho znaménka) a samoziejmé také hodnota potencidlu V' zavisi
na velikosti a sméru prochazejiciho proudu: n=n ( V); n= n([ ) .

Hodnotu i smér proudu miizeme ovlivnit hodnotou a polaritou vnéjSiho napcti U,
vloZeného na elektrody. Z historickych diivodi pracujeme s inverznimi zavislostmi

I=I(n), I=1(V),I=1(U); U —vnéjsi napéti, ¥ —proudovy potencial
elektrody.

Grafickym zndzornénim téchto zavislosti jsou u polarizovatelnych elektrod tzv.
polariza¢ni neboli voltametrické kiivky.

Polarizace elektrod je velmi slozity proces, ovlivitujici prichod proudu elektrolytem a
celkovy elektricky odpor ¢lanku. Teorie tohoto procesu je obtizna, analytické vyjadieni
voltametrickych kiivek je slozité a dosti nepfesné, presto v zdsadé mozné (IL'KOVIC,
HEYROVSKY).

Me¢teni voltametrickych kiivek polarizovatelnych elektrod v riiznych elektrolytech a
nasledna analyza slozeni téchto elektrolyti — VOLTAMETRIE.




-38 - Preparativni a separacni metody

voltametrické krivky

rychla pomala

™ 7

elektrodova reakce

MERENI POLARIZACNI KRIVKY

Me¢éfiena elektroda (na obr. katoda clanku) se zkombinuje s vhodnou nepolarizovatelnou
elektrodou (napt. argentochloridovou) a na takto vznikly ¢lanek se vlozi vnéjsi proménné
stejnosmérné napéti.

Aby se co nejvice omezil vliv odporu elektrolytu, méti se potencidl V. tieti referen¢ni
elektrodou, kterou byva nejéastéji nasycena kalomelova elektroda.

WY

LUGGINOVA kapilara

O

Vkal. - Vkatoda
——0O
katoda
argentochloridova
elektroda

kalomelova elektroda

Polarizace elektrod je velmi slozity proces, ovliviiujici priichod proudu elektrolytem a
celkovy elektricky odpor ¢lanku.

ROZDELENI ELEKTROCHEMICKYCH METOD

(dosud nejednotné)

1. Metody zaloZené na elektrickych vlastnostech roztokii, t.j. na pfenosu elektrického
naboje a na dielektrické polarizaci —

KONDUKTOMETRIE, DIELEKTRIMETRIE, OSCILOMETRIE.
2. Metody zaloZené na elektrodové reakci

A. Reakce pfenosu naboje mezi elektrodou a elektrolytem pii nulovém
elektrolytickém proudu — rovnovazné metody —

KLASICKA POTENCIOMETRIE (napf. méfeni pH nebo potenciometricka
titrace).
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B. Reakce ptenosu néaboje mezi elektrodou a elektrolytem pii konecném
elektrolytickém proudu — proudové metody.

e Transport latky kpovrchu elektrody se dé&e konvekei a difiizi —
VOLTAMETRIE.

o Transport latky se d&je pouze difiizi— KLASICKA POLAROGRAFIE,
ELEKTROGRAVIMETRIE, COULOMETRIE.

POLAROGRAFIE

Méreni polarizace elektrody, jejiz povrch se neustale obnovuje (ztraci polarizaci).

Princip: potencialy (Vr) téZe elektrody v riznych elektrolytech (smésich riznych ionti)
jsou razné = moznost kvalitativni 1 kvantitativni analyzy téchto smési.
Technické provedeni: clanek: anoda — nepolarizovatelna elektroda, katoda —

polarizovatelna clektroda s neustdle obnovovanym povrchem — neustale odstraiovanou
polarizaci).

Katoda pozadovanych vlastnosti (hlavni ,,trik) — rtutova kapkova elektroda — princip
1922, prvni praktické provedeni 1924 - JAROSLAV HEYROVSKY. Po fad¢ dalSich zlepSeni
pfinesla svému autorovi Nobelovu cenu za chemii v r.1959.

Schéma polarografické aparatury: Hg G ' ll

Analyzovany roztok
s nadbytkem inertni soli

Katoda — Hg kapkova
elektroda
+ |

Anoda — vrstva Hg s velkym
povrchem

Anodu c¢lanku tvofi vrstva rtuti s velkym povrchem; proto je tato elektroda prakticky
nepolarizovatelna. Katodou je kapicka rtuti padajici z kapilary o vnitinim priméru 0,05
- 0,07 mm. Kapicka pada analyzovanym roztokem asi 2 —4 s. Béhem padu se jeji povrch
polarizuje. Pii dopadu na povrch anody se zkapilary uvolnuje dalsi kapka
s nepolarizovanym povrchem a cely dé€j se opakuje.

Rtutova kapkova elektroda ma proti jinym elektrodam vyhodu naprosto €istého povrchu,
nebot’ se neustdle obnovuje. Dalsi vyhodou je jednoduchd konstrukce a spolehlivost.
Povrch kapek je tak maly, Ze mnozstvi latky, které se na elektrod€ pfeménuje, je nepatrné —
koncentrace analyzovaného roztoku se pii mefeni prakticky neméni.

Metodika: Do analyzovaného roztoku pifiddme potfebné mnozstvi indiferentni latky
(roztoky soli, kyselin, louhti alkalickych kovii, organickych rozpoustédel, pufry apod.) pro
zvySeni vodivosti.
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Vlozené vnéjsi napéti U se projevi jako vnuceny zaporny potencidl katody (kapky),
nebot’ konstantni potencial nepolarizovatelné anody muzeme polozit rovny nule =
V,=-U.

Elektrolyticky proud roste snapétim (potencialem katody) nelinearné —ve vlnach
(,,skocich®), zplsobenych selektivnim zapojenim riznych kationti z analyzovaného
vzorku do pfenosu elektrického néboje.

1
(nd)
Polarograficka krivka
/’—W‘VYWH'Y.
0 Vli/z(CuH) Vin(TLY Vin( Zn*h) U(V)

Tzv. pilvinové potencialy (V1/2) —hodnoty V,, pfi nichZ k tomuto skokovému zvySeni
proudu dochézi a které zavisi pouze na druhu danych ionta v elektrolytu.

Pilvinové potencidly organickych latek, jejichz redukce se ucastni vodikové ionty, zavisi
dale na pH roztoku. Proto se k udaji (Vl/z) musi vzdy pfipojit pH pufru, v némz bylo
méfeni (polarografovani) provadéno.

Urcendi a ptifazeni palvlnovych potencialt - kvalitativni analyza.

Kvantitu — koncentraci  jednotlivych  stanovenych latek urcujeme z velikosti
elektrolytického proudu, ktera zavisi na

e velikosti povrchu kapky — povrch roste v usti kapilary az do odkapnuti - proto proud
v jednotlivych castech polarografické kiivky osciluje mezi minimalni a maximalni
hodnotou,

e hodnot¢ vnéjSiho napéti,
e na poctu (koncentraci) iontl a jimi pfenaSen¢ho el. ndboje pochézejicich:
a) zinertniho elektrolytu (pozadi),

b) z latek rozpusténych v roztoku a zapojujicich se do ptenosu selektivné v zavislosti
na hodnoté vnéj$iho napéti.

Ptiprava ptesné pracujici polarografické aparatury je velmi pracna — nutnost kalibrace pro
vSechny o¢ekavané latky pomoci jejich roztokd znamé koncentrace. Presto vSak schiidné a
polarograficka analyza patii mezi velmi rozSifené analytické metody a je neustale
zdokonalovana.

Pouziti polarografie:
1. Analytické stanoveni latek.
2. Méreni riuznych fyzikalné-chemickych veli¢in.

3. Konstituce organickych latek.
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ad 1 - zejména t¢zké kovy, z organickych latek aminokyseliny, bilkoviny, alkaloidy,
barbituraty apod.

ad 2 - napt. méfeni rychlostnich konstant velmi rychlych chemickych reakei.

ad 3 - ad 2 + teorie = konstituce.

MODERNI POLAROGRAFICKE METODY
Derivacni polarografie — rozliSeni ionti, jejichZ ptlvinové potencialy jsou velmi blizké.

e Diferen¢ni polarografie — pouziti dvou kapkovych elektrod ve dvou rtznych
elektrolytech.

e Tastpolarografie — studium déjl na konci zivota kapky pfi jeji nejvétsi polarizaci.
e Impulsova polarografie — vn¢jsi vkladané napéti ma pilovity prubéeh.
e Oscilograficka polarografie — polarografie se sttidavym vkladanym napétim.

DnesSni metodika: drahé komeréni pfistroje - polarografy. Jejich zdasadni soucasti je vSak
stale modifikovand Heyrovského polarograficka nddobka s kapkovou elektrodou.



-4 - Preparativni a separacni metody

VYBRANE OPTICKE METODY

ZAKLADNI POJMY A ZAKONY PAPRSKOVE A VLNOVE OPTIKY. REFRAKTOMETRIE,
POLARIMETRIE.

Svétlo je (pricné) elektromagnetické vinéni. Viditelna oblast v intervalu vinovych délek:
3505 nm — 750 nm . Rychlost svétla ve vakuu ¢ =2,9979-10°m-s™' - univerzalni piirodni
konstanta. V latkovém prostiedi se svétlo Sifi pomaleji —rychlosti v <c¢. Pomérem
¢/v =n, je definovan absolutni index lomu daného prostfedi. Pro vakuum je n, =1, pro

vzduch (20°C, b, ) je n, =1,00028 = vzduch ~ vakuum .

Index lomu zévisi na teploté litky a také na frekvenci (barve) svétla — disperze.
Porovnavame-li dvé prostfedi podle rychlosti, s niz se v nich $iii svétlo, je prostiedim
opticky hustSim to prostedi, v némz se svétlo §iti pomaleji. Opticky hustSi prostfedi ma
tedy vétsi index lomu nez prostiedi opticky Fidsi.

VELICINY CHARAKTERIZUJiCi MONOCHROMATICKE
(JEDNOBAREVNE) SVETLO

Frekvence (kmitoget) f (v—"ny"), vinova délka A, perioda T; T =XA/c=L"/v;
frekvence (barva) svétla nezavisi na prostredi, kterym se svétlo Sifi.

Bilé — napt. slune¢ni svétlo —je  sloZené — polychromatické (vicebarevné). VInove —
casticovy dualismus svétla—nékdy vinéni, jindy céstice — foton. Dale jiz nedélitelné
kvantum energie fotonu monochromatického (V) svétlaje e=hv; h=6,625-10""Js je
PLANCKOVA konstanta.

ODRAZ A LOM SVETLA

Pti dopadu svétla na rozhrani dvou prostiedi, liSicich se indexem lomu, se jeho ¢ast od
rozhrani odrazi zpét do prvniho prostiedi, zbyvajici ¢ast svételné energie obecné projde
rozhranim a §ifi se druhym prostfedim. Vzhledem k riznym rychlostem Sifeni svétla
v obou prostiedich dochazi pti prichodu jejich rozhranim k lomu (refrakei) svételnych
paprsk.

Zakon odrazu: a,=f = uhel odrazu je roven uhlu dopadu, paprsek
odrazeny (2) lezi v roviné dopadu (1,k).
sina, v, _¢/v, _n,

Zakon lomu: — =— =—1
sina, v, c¢/v, n
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Existuji dvé moznosti lomu:

1. Smér Fidsi — hustsi

n, <n,

lom ke kolmici

2. Smér hustsi — Fidsi

n, <n,

roven 90°:
sina,, 7,
sin90° n,

lom od kolmice

1 k P
ni B U1
np > ny o v <Dy
hustsi 1
W 1

pro uhel dopadu a=a,
(o, je mezni thel) je thel lomu

—< =sina, =n,/n,

FidSi prostredi
n, =cfv,
rozhrani

hustsi prostredi
n, = c/v,

hustsi

Je-1i thel dopadu vétSi nez mezni thel, nastdva na rozhrani tzv. uplny neboli totalni
odraz do prvniho prostfedi — rozhranim v tomto pitipad¢ neprojde do druhého prostiedi

ani sebemensi ¢ast vinénim prendsené energie.

Do prostoru ohrani¢eného rozhranim
a ramenem mezniho thlu nepronikne
zadny paprsek z fidSiho prostredi —

tento prostor je tmavy

ny < np

ni

hustS§i

~
AN

ROZKLAD (DISPERZE) POLYCHROMATICKEHO SVETLA

Ve vakuu se svétlo vSech barev — vSech (viditelnych) frekvenci §ifi stejnou rychlosti.
V latkovém prostfedi je vSak rychlost Sifeni (klesajici) funkci frekvence (barvy), tj.
rostouci funkci vlnové délky. Nejpomaleji se tedy Siii svétlo fialové, nejrychleji svétlo

cervené.



-44 - Preparativni a separacni metody

Index lomu latkového prostredi je (rostouci) funkci frekvence v
vinéni, které se jim $i¥i. Tomuto jevu [n :n(v)] iikdme disperze.

Pti ptfechodu polychromatického svétla (napt. slune¢niho) ze vzduchu (=vakuum) do
kapaliny nebo pevné latky (napf. skla) se tedy nejvice ldme svétlo barvy fialové, nejméné
svétlo barvy €ervené.

éervené svétlo
Zluté svétlo :I = spektrum
bilé svétlo modré svétlo

Indexy lomu riiznych latek se vzhledem k disperzi vztahuji k riznym vinovym délkam
monochromatickych svétel — podle tzv. FRAUNHOFEROVYCH car ve spojitém slunecnim
spektru —napt. n,,n.,n, apod., kde

A:759,4 nm (Cervena — Kkyslik), C: 56,3 nm (Cervena — vodik),
D: 589,3 nm Zluta — sodik), F:486,1 nm (modra — vodik).

V daném (latkovém) prostiedi se pro svétla téchto vinovych délek (barev) zméfi index
lomu a vypoctou srovnévaci veli€iny

Ny —nc
ny—1

stfedni disperze n, —n.; relativni disperze

Prevracena hodnota relativni disperze dané latky — ABBEOVO ¢islo. VSechny tyto veliciny
jsou dulezitymi charakteristikami optickych skel.

Obecné je disperze v zobrazovacich soustavach neZadouci (zpiisobuje barevnou neboli
chromatickou vadu zobrazeni) a musi se korigovat.

REFRAKTOMETRIE

Me¢fteni indexu lomu latky z hodnoty mezniho thlu (uréeného z polohy rozhrani mezi
tmavym a svétlym sektorem) a ndsledné urceni latky pomoci tabulkovych hodnot této
veli¢iny. Pfistroje — refraktometry

Princip: disperzni soustava (vyménné zpravidla sklenéné segmenty s rtiznymi indexy
lomu pro dosazeni ptechodu ,FidSi — hust§i“ vzhledem k métené latce) a otacivy
dalekohled se stupnici indexu lomu nebo specialni stupnici — udavajici napt. koncentraci
latky v roztoku nebo v plynné smési.

Pfi méfeni v polnich podminkach pouzivdme obvykle bilé polychromatické svétlo —
rozhrani mezi tmavym a svétlym sektorem v zorném poli dalekohledu je vlivem disperze

neostré (barevné) —nutnost korekce barevné vady AMICIHO hranoly (opétné slozeni
jednotlivych monochromatickych svétel).

Refraktometry maji rznou konstrukci poplatnou pozadavkiim piesnosti 1 podminkam
méfeni. Pfesnost b&znych refraktometri je ~10*—5-10°. V&tsi presnost maji tzv.
diferen¢ni refraktometry.
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no

sklenény segment opticky /
hust3i nez méfend latka ~__ //dalekohle d

-
"
-

am

méfend latka——»

v diftizni desticka
T T T T T rozptylujici svétlo
monochromatické
svétlo

K méfeni velmi malych rozdili indexiti lomu pouzivame velmi piesné interferencni
refraktometry, pracujici s presnosti ~107° .

Princip interferenéniho refraktometru (RAYLEIGH)

méiena latka dalekohled

< =

zdroj
monochromatického
svétla

Stérbiny
kyvety

Dva paprsky ztéhoz zdroje monochromatického svétla prochézeji dvéma dlouhymi
rovnobéznymi kyvetami (fadové metry v ptfipad¢ plyntd). V jedné zkyvet je Cisté
rozpoustédlo (plyn), ve druhé je méfeny roztok (plynna smés). V dusledku rtiznych (byt
nepatrn¢ se liSicich) rychlosti svétla v kyvetach, jsou interferencni prouzky, vznikajici
ohybem na §térbindch u obou paprskll posunuty imérné rozdilu indexti lomu obsahu obou
kyvet. Z tohoto posunuti Ize tento (i nepatrny) rozdil — tzv. inkrement indexu lomu — urcit
a stanovit tak napf. koncentraci méfeného roztoku nebo urcitého (ocekavaného) plynu
v plynné¢ smési. Pfi méfeni je neobycejné dllezitd presna temperace —roli zde hraje i
diference teplot fadu 1-107 °C.

Pouziti refraktometrie:

e identifikace latky podle indexu lomu,

e stanoveni stupné znecisténi latky,

e ovéfovani teoretickych predstav o konstituci latek.
Z indexu lomu a chemického slozeni latky se urci tzv. molarni refrakce
B n’—1 M

R_z
n+l p
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a porovna se souctem tzv.atomovych refrakci atomu prvka, tvoticich molekulu dané latky.
Prispévek daného prvku k molarni refrakci zavisi totiz nejen na jeho atomové refrakci, ale 1
na zpusobu jeho vazby v molekule.

POLARIZACE SVETLA

Zdroj svétla (plamen, zarovka, vybojka, Slunce, apod.) vysild nepolarizované svétlo —
kmitosmér pficné kmitajiciho elektrického (i magnetického) vektoru se nahodné otaci
kolem sméru Siteni svétla (paprsku).

nepolarizované svétlo linearné polarizované svétlo

Existuje moznost (odraz, lom, dvojlom, rozptyl apod.) omezeni kmitani vektoru pouze na
jedinou rovinu, které ftikdme rovina polariza¢ni. Prochézi-li toto tzv. linearné
polarizované svétlo roztokem opticky aktivni latky (napf. roztokem sachardzy), staci se
jeho polarizaéni rovina v zévislosti na koncentraci ¢ opticky aktivni latky a na délce

optické drahy —délce I kyvety s roztokem opticky aktivni latky o tthel o= [OL] ; lc, kde

[a]; je tzv. specificka (mérna) otadivost latky (tabulky). [a]; je funkci vinové délky A
svétla (proto obvykle ur€eno pro D), mirn¢ klesajici funkci teploty a zavisi také (dosti
vyrazné) na pouzitém rozpoustédle.

Opticky aktivni latky jsou pravo a levotocivé — [OL]; ma bud’ znaménko plus nebo

minus. Optickd aktivita je zplsobena zvlastnostmi mikrostruktury latky —stavbou
(strukturou, konstituci) jeji molekuly. Nejcastéjsi pfipad — pritomnost tzv. asymetrického
uhliku v molekulach organickych latek. U latek anorganickych je ptic¢inou optické aktivity
centralni atom kovu (kobalt, platina apod.).

POLARIMETRIE

Me¢fteni uhlu otoCeni polarizacni roviny (a odtud napf. stanoveni koncentrace opticky
aktivni latky).

Zakladnimi c¢éastmi polarimetru jsou polarizator a analyzator —nejcastéji ruzné
hranoly — napt. tzv. NICOLUV hranol (mikol). Tento hranol je tvofen dvéma stejnymi
kosymi hranoly =z islandského véapence, slepené¢ kanadskym balzdmem (pryskyfice

kanadské balzdmové jedle — n, =1,54). Nepolarizovany paprsek (p), vniknuvsi do

nikolu, se dvojlomem rozdéli na dva paprsky linearné polarizované, jejichz polarizacni
roviny jsou navziajem kolmé. K méfeni se pouziva tzv. paprsek mimoradny —
extraordinarius (e), zatimco paprsek Fadny — ordinarius (0) po uplném odrazu na

rozhrani vapenec — balzdm hranol opousti.

=

N
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Jind moZnost — polarizacni filtry — folie s vrstvickou jodchininsulfatu nebo turmalinu
(herapatitu) — drahé!

Princip polarimetru (jedna z mnoha modifikaci — B1OT)

. dalekohled
zdroj monochr. kyveta se stupnici
svétla |
— | | > ®
polarizator OtaCivy
analyzator

Analyzator propusti polarimetrem linearné polarizovany mimoiadny paprsek pouze
tehdy, je-li jeho polarizacni rovina shodna srovinou, vniz by byl tento paprsek
polarizovan paprsek samotnym analyzatorem. Pokud by mezi polarizitorem a
analyzatorem nebyla kyveta s opticky aktivni latkou, doSlo by k priichodu svétla pii
naprosto stejné poloze (natoCeni) polarizatoru i analyzatoru.

Dojde-li pti pruchodu paprsku kyvetou s opticky aktivni latkou ke stoceni jeho polariza¢ni
roviny o uhel o, musime analyzator pro dosazeni svétlého zorného

pole v dalekohledu s nim spojené¢ho pootocit o stejny uhel. Stupnice otaceni dalekohledu a
s nim spojené¢ho analyzatoru muze byt — pii stalé délce kyvety a pii predepsané teploté
cejchovéna pifimo v jednotkdch koncentrace polarimetricky méiené opticky aktivni latky
(napt. sacharimetr v cukrovarech)

Pouziti polarimetrie: Napf. stanoveni bilkovin nebo cukru v moc¢i apod.

SPECIALNI POLARIMETRICKE METODY

A SPEKTROPOLARIMETRIE -

a pravotogivé vyuziti tzv. optické rotaéni disperze —
zavislosti specifické otacivosti opticky
aktivni latky na vlnové délce svétla

/\ [o=a()]. V blizkosti vinové délky,

>  pii niz je svétlo opticky aktivni latkou
absorbovano, se méni (skokem)

levotociva znaménko optické aktivity—COTTONUV

jev.

Jde tedy o polarimetrii se spojité se

ménici vinovou délkou polarizovaného

svétla — spektropolarimetrie.
DICHROGRAFIE — vyuziti tzv. cirkulaéniho dichroismu.

Predstava: linearné polarizované svétlo 1ze (vektorove) slozit ze dvou svétel kruhové
polarizovanych, jejichZz polarizacni roviny (kmitosméry) se rovnomérné otaci stejnou
thlovou rychlosti v opaénych smérech: E = E, + E, .

Pii priichodu piivodné linearné polarizovaného svétla E = E, + E, latkou mohou nastat
tyto moznosti:

1. Slozky EP a EL se Sifi stejnou rychlosti a jsou latkou stejné absorbovany - kmitosmér

vyslednice E se nemé&ni — latka nejevi optickou aktivitu.
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E 2. Jedna ze slozek E, a E, se latkou §iti pomaleji nez druha
4. (absorpce obou slozek je opét stejna) —uhlova rychlost jednoho
zvektort E, a E, je rizna —kmitosmér vyslednice E se stadi—
latka je opticky aktivni.

3. Jedna ze slozek E, a E, je latkou absorbovana vice nez druha

(jeden z vektorh EP, EL se ,.zkracuje* rychleji nez druhy)—

koncovy bod vyslednice E opisuje elipsu—svétlo je latkou
polarizovéano elipticky —to je tzv. cirkula¢ni dichroismus. Je-li
navic latka opticky aktivni, dochazi i ke staceni hlavni osy elipsy,
po niZ se pohybuje koncovy bod vektoru E .

DICHROGRAFIE: méfeni (stupn¢) eliptické polarizace, méfeni thlu mezi hlavni osou
elipsy a pivodnim kmitosmérem. Pfistroje — dichrografy.

Pouziti spektropolarimetrie a dichrografie: feSeni problému spojenych s konstituci a
konformaci slozitych (organickych) molekul — napt. steroidy, bilkoviny.
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STANOVENI MOLARNI HMOTNOSTI

BIOPOLYMERU

KOLIGATIVNI VLASTNOSTI BIOPOLYMERU, OSMOMETRIE, VISKOZIMETRIE

KOLIGATIVNI VLASTNOSTI BIOPOLYMERU
V ROZTOCICH

Biopolymery — latky zajimavé z hlediska reakci a funkci v Zivych organizmech, v nichz
jsou vétsinou pfitomny ve vodnych roztocich. Zkoumame je proto vétSinou v tomto jejich
pfirozeném prostfedi. Jednou z nejvyznamnéjSich charakteristik biopolymerit je jejich
molarni hmotnost M .

Hodnoty relativni moliarni hmotnosti A/ biopolymeri, vztazen¢ k atomové
hmotnostni jednotce (a.h.j), se pohybuji ve velmi Sirokém rozmezi. SpiSe nez horni

hranice tohoto intervalu byva pro biopolymery udavéna hranice dolni —udava se pro ni
obvykle hodnota M, . =20000. Tato hranice d€li napf. obecné polypeptidy od bilkovin.

Jde vSak o hranici orientaéni — n€které velmi dulezité bilkoviny (napf. inzulin) jsou pod
touto hranici.

Vétsina prirozenych polymert (vyjimkou je napf. celuléza) ma naprosto identické
(makro)molekuly — proto jsou hmotnosti molekul urcité bilkoviny stejné. Touto vlastnosti
se ptirozené biopolymery lis§i od polymerti syntetickych (uméle pfipravenych), jejichz
molekuly jsou rizné. Vzorky biopolymert, které jsou co do velikosti (a tim i hmotnosti)
rizné (nehomogenni), jsou charakterizovany statistickymi priméry M, molarni
hmotnosti, jejichz hodnoty zavisi na metodé pouzité pfi jejich stanoveni.

Tak napt. méfenim tzv. koligativnich vlastnosti urcime tzv.

ZnM
Z”i ’

i

Ciselny (¢etnostni) primér molarni hmotnosti M, =

n, je poCet molekul i —té frakce, jejichZ relativni molarni hmotnost je M, .
Méfenim normalniho rozptylu svétla, sedimenta¢nimi metodami nebo difuzimetrii

ziskame tzv.
Zn. M’

ZnM'

Hmotnostni priumér molarni hmotnosti M w =

Mén¢ Casto se pouzivaji i statistické praméry vyssich rada
Zn M}
z = 2> 3

Zn,M Z nM;

Pro zcela homogenni vzorky biopolymert plati Mo=Mw=M,=M,=---. U vzorkil
nehomogennich je Mo<Mw<M, <M< .
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Ze statistického priméru mizeme ur¢it primérnou hmotnost 7 molekuly biopolymeru
jako m=M [N, , N, =6,02308-10 mol ™.

VétSina biopolymert je dobfe rozpustna ve vodé. Existuji vSak Cetné (a nutné) vyjimky —
napt. stavebni bilkoviny jako kolagen (ktze, Slachy, kosti), keratin (vlasy, nehty, pefi,
vlna), myosin, aktin (svaly).

Molekuly (rozpustnych) biopolymerui ve vodnych roztocich byvaji hydratovany,
piipadné interaguji s pfitomnymi ionty nebo dalSimi slozkami roztoku. Proto jejich
hmotnost, ur€end nékterou z dale uvedenych metod, je zpravidla vétSi, nez hmotnost
skuteéna. Z téchto divodli je nutno provadét patficné korekce vysledkii ptislusnych
méfeni.

Ukazuje se, ze nékteré vlastnosti ziFedénych roztokl zaviseji spiSe na poctu pritomnych
molekul nez na jejich druhu. Koligativni vlastnost je (feceno pon¢kud zjednodusené)
vlastnost ménici se v zavislosti na koncentraci molekul biopolymeru.

Zavislost aktivity (a) rozpoustédla na hmotnostni koncentraci (¢) v ném rozpusténého

polymeru lze zapsat pomoci mocninné fady

Ina :—E(_L+Alc2 +A4c +j
M

n

U=N,u/M je tzv. parcidlni molarni objem rozpoustédla, A,,A4,,A4,,... jsou tzv.
virialni koeficienty.
Pti velmi malych koncentracich (c—)O) miZzeme v mocninné fadé¢ zanedbat Cleny

vysSich radi a psat

Ina _L
vc M,

Aktivitu rozpoustédla a vSechny veliCiny sni souvisejici Ize tedy pouzit k urceni
cetnostniho priméru M, molarni hmotnosti (v tomto rozpoustédle) rozpusténého
biopolymeru.

Aktivitu rozpoustédla a veliCiny s ni souvisejici (i vlastnosti, které tyto veliCiny popisuji)
nazyvame veliCiny Koligativni. Pro pfimé experimentdlni vyuziti jsou vyznamné
predevsim nasledujici (koligativni) vlastnosti:

OSMOTICKY TLAK (II)

Jde o tlak, ktery by pii pfislusném silovém plsobeni na dany roztok vyvolal zvySeni
aktivity rozpoustédla na hodnotu, prislusejici jeho ¢istému stavu. S rostouci koncentraci
roztoku totiz aktivita rozpoustédla klesa — stale vétsi pocet molekul rozpoustédla je vazan
interakci s molekulami rozpusténé latky. Plati (R je univerzalni plynova konstanta, T je
absolutni teplota)

H:—glna
U
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Experimentalni metoda urceni molarni hmotnosti z méfeni osmotického tlaku se jmenuje
OSMOMETRIE.

SNiZENI TEPLOTY TUHNUTI

roztoku ve srovnani s €istym rozpoustédlem

2
aT = X
SH

t

Ina; AT, <0

kde 7, je (absolutni) teplota tuhnuti ¢istého rozpoustédla a &H, je molarni skupenské

teplo tani (tuhnuti) Cistého rozpoustédla za daného tlaku. Experimentdlni metoda —
KRYOSKOPIE.

ZVYSENI TEPLOTY VARU

roztoku ve srovnani s €istym rozpoustédlem

2
AT — RT;

v

Ina; AT, >0

v

kde 7, je teplota varu Cistého rozpoustédla a o6/, je molarni skupenské teplo varu za
daného tlaku. Experimentalni metoda — EBULIOSKOPIE.

Ze vSech vySe uvedenych metod je pro urCovani molédrni hmotnosti biopolymeri
nejcitlivéjsi
OSMOMETRIE

Osmoza — samovolné pronikani molekul rozpoustédla do roztoku polymeru (v témze
rozpoustédle) semipermeabilni membranou propoustejici pouze molekuly rozpoustédla.

V roztoku (s pfiristkem molekul rozpoustédla) roste tlak az do hodnoty, pfi niz (za dané
koncentrace roztoku) toto samovolné pronikani molekul ustane — osmoza se zastavi. Tuto
hodnotu tlaku nazyvame osmoticky tlak (IT) roztoku polymeru pii jeho dané koncentraci.

TEORIE

Spojenim vztahd Ina = — E(M_L + A+ A+ j a I= —glna dostaneme
0

n

I1=RT [_L+A1c2+Azc3+~--J
M

n

R=8,314 J- K" -mol™', [T]=K, [c]=g-cm"3, [H]=Pa = [Mn]=g-mol_1.

Piipomenime, ze A4,,A4,,4,,... jsou tzv. virialni koeficienty.

Mirné ziedéné roztoky (c—0) = TI=RT (Mé + Alczj, 1)

n
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Silng ziedéné roztoky (c~0) = 1= RTML . Q)

n

Vztahy (1) a (2) jsou vyjadienim zakona VANT "HOFFOVA. Jejich upravou dostaneme

0_RT 0_RT_,
:—ﬁn-F € 1), :—Tn— onst. 29

Veliéinu II/c nazyvame redukovany osmoticky tlak.

Grafické znazornéni

A 1'
e W
/”’
/””
ﬂ’.””
»” ”
ﬂ”’,’
/”/” a
RT/M, = - 2"
0 c1 ¢ ¢33 C4 s c

Vztah i graf (17) vyjadiuji situaci v realnych roztocich biopolymeri, které maji kone¢nou
koncentraci; tgo=4,; A, je prvni viridlni koeficient. Jeho hodnota vyjadiuje kvalitu

rozpoustédla ve vztahu k rozpusténé latce. Plati — ¢im je rozpoustédlo kvalitnéjsi, tim je
thel a (ataké tga = A4,) vétsi — poloptimka (17) je strméjsi.

Z VAN'T HOFFOVY rovnice plyne, Ze osmoticky tlak ve ziedéném roztoku je roven tlaku,
ktery by byl vyvolan stejnym poctem molekul rozpusténé latky, pokud by tato latka byla
v plynném stavu a méla tyz objem a teplotu jako roztok. To vede k predstavé, Zze tlak
plynu a osmoticky tlak maji stejny pivod. Tlak plynu je zptsoben ndrazy jeho molekul na
sténu nadoby a osmoticky tlak je vyvolan narazy molekul rozpusténé latky na
polopropustnou membranu nebo sténu nadoby. Ze se proti tomuto tlaku membranou
samovoln¢ nasavaji molekuly ¢istého rozpoustédla je zdanlivé protismysiné. Vysvétleni
toho to jevu je vSak prosté a zni takto.

Rozpoustédlo a roztok, oddélené polopropustnou membranou, jsou zpocatku vystaveny
stejnému tlaku. Vyvolavaji-li narazy molekul rozpusténé latky na stény nadoby stejny tlak
jako stejny pocet molekul idedlniho plynu téhoz objemu jako ma roztok, pak molekuly
rozpoustédla svymi narazy na stény nddoby vyvolavaji mensi tlak nez €isté rozpoustédlo a
to prave o tlak, vyvolany molekulami rozpusténé latky.

Miuizeme si to piedstavit také tak, ze molekuly rozpusténé latky se pfi svém tepelném
pohybu “vsouvaji” mezi molekuly rozpoustédla a oddaluji je od sebe. Tim se nepatrné
zvetsi objem rozpoustédla (proti jeho ¢Cistému stavu), coz vzhledem k nepatrné
stlaCitelnosti kapalin staci k tomu, aby jeho tlak klesl o zna¢nou hodnotu. Ponévadz je tedy
(Castecny) tlak rozpoustédla v roztoku mensi nez je tlak v ¢istém rozpoustédle, nasava se
Cisté rozpoustédlo membranou do roztoku tak dlouho, az je jeho tlak v obou kapalinach
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stejny. Osmoticky tlak je tedy skutecné vyvolan pouze ptitomnosti molekul rozpusténé
latky a zvykladu je zifejmé, Ze roste s jejich koncentraci—jde tedy skutecné o
koligativni vlastnost.

TEORIE + PRAXE

1.

Ptiprava nékolika malo koncentrovanych roztokl t¢éhoz zkoumaného biopolymeru o
koncentracich ¢|,¢c,,c;,... ve zvoleném rozpoustédle.

Meéteni osmotického tlaku téchto roztokt osmometrem = IT,,I1,,I1,,... .
v ’ Loy Hl Hz H3
Pocetni zpracovani = | ¢;—|, | cis—= |, | 55— |, ... .
G £ G

Graf.
A

o |

M, =

EXPERIMENTALNI USPORADANI

Pristroje k méteni osmotického tlaku — osmometry.

Princip membranového osmometru

stav 1 i stav 2
| h
A ‘ A A R
M | M

A — Cisté rozpoustedlo
R —roztok biopolymeru

Ke stavu 2 dojde samovolné po jistém Case — rozdil 4 hladin v manometrickych trubicich
se jiz neméni. Vyska sloupce 4 je pfimo umérna hydrostatickému tlaku, kompenzujicimu
osmoticky tlak IT roztoku.

Popsana metoda méfeni osmotického tlaku je metodou statickou. Jeji nevyhodou je
dlouhé trvani — obecné desitky hodin. Proto je rozsifenéj$i metoda dynamicka (je méné
piesnd ale rychlejsi — desitky minut). U dynamickych osmometrl se zabranuje pronikani
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rozpoustédla membranou do roztoku pusobenim vnéjsi tlakové sily. Velikost této sily (a
tim 1 hodnota kompenzac¢niho tlaku) se voli napt. podle prihybu membrany.

OSMOMETRIE umoznuje stanoveni (relativni) molarni hmotnosti v intervalu (pfibl.)
15000 —500000. Pro hodnoty mensi nez 10000 je obtizné najit vhodnou membranu, pro
hodnoty vétsi nez 500000 jsou osmotické tlaky tak malé, Ze jsou prakticky nemétitelné

Rozhodujicim prvkem kazdé osmometrické aparatury je membrana. Pouzivaji se
membrany kolodiové nebo odolngj§i membrany celulézové, polyetylénové apod.
(komer¢ni vyrobky).

Poznamka

Z grafu zavislosti redukovaného osmotického tlaku Il/c na koncentraci ¢ lze urdit tzv.
prvni viridlni koeficient 4, =tgo . Z jeho hodnoty Ize provést velmi hruby odhad tvaru
makromolekuly (bio)polymeru. Mozné uskali: u fady latek (zvlasté v piipadé bilkovin)
dochdzi v roztoku béhem métfeni k agregaci (spojovani) makromolekul, coz (spolu
s dalsimi faktory) zpGsobuje, ze miZe nastat stav 4, = tga < 0, takze zavislost IT/c ~ ¢ je
klesajici — agregace makromolekul zmensuje kvalitu pouzitého rozpoustédla Tato

skute¢nost nastésti neovliviiuje limitni hodnotu redukovaného osmotického tlaku a tim i
stanoveni molarni hmotnosti.

VISKOZIMETRIE

Klasickd hydrodynamickd metoda umozilujici stanoveni molarni hmotnosti a odhad
velikosti a tvaru makromolekul. Viskozita — vnitini tfeni “uvniti” kapalin a plyna.
Kvantitativné (jiz NEWTON)

»pomalejsi* vrstva —
v n
ﬁ ................................................................................
F, Ax
»rychlejsi* vrstva >
1—)’!
. Av dv
Frt=nlm—=n—:; Av=0v"-v
A0 A x dx

F . — disipativni sila, vznikajici na rozhrani “rlizn¢ rychlych” vrstev kapaliny, namifena
proti pohybu rychlejsi vrstvy. Jeji pfi¢inou je te€né napéti T, které existuje pouze ve
skuteénych — vazkych tekutinach; m je soucinitel dynamické viskozity nebo kratce

dynamicka vazkost; [n]=N-m~-s=Pa-s. Pozor! Nezam&fiovat s tzv. kinematickou

vazkosti v=m/p; [v]=m’ s

NEWTONUV vztah plati pfesné pouze pii laminarnim proudéni. Dynamicka vazkost je
v tomto ptipad¢ konstantni a tekutinu nazyvame newtonovskou. Roztoky biopolymeri
takovymi tekutinami obecné¢ nejsou. Makromolekuly pfitomné v roztoku pfispivaji k jeho
celkové viskozite. Tento prirtistek zavisi na:

e typu biopolymeru,

e velikosti a tvaru makromolekuly,
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e rychlostnim gradientu dv/dx, ktery mize makromolekuly deformovat.

Viskozita roztoku biopolymeru zavisi 1 na druhu rozpoustédla, na teploté roztoku
(vyrazn¢) a (velmi mélo) na atmosférickém tlaku.

DULEZITE VELICINY

Relativni viskozita n_ =n/mn,;

n je viskozita roztoku (nebo suspenze makromolekul), m, je viskozita cistého
rozpoustédla (pfi dané teploté).

N—My _An,

Specificka viskozita n,=n,,-1=
Mo Mo

An je ptirtstek viskozity nasledkem rozpusténi biopolymeru — méfitelné.

Redukovana viskozita (pfi koncentraci ¢) N4 = |
c

Vsechny tyto veliCiny zéavisi na koncentraci ¢ roztoku a na rychlostnim gradientu
G =dv/dx . Pro porovnani riiznych biopolymerti z hlediska jejich pfispévku k viskozité se
dale zavadi tzv. limitni viskozitni ¢islo ( nebo také vnitini viskozita roztoku)

oo
[n]—g()(l)f

Zékladni podminkou pro stanoveni limitniho viskozitniho C¢isla, charakterizujiciho
makromolekulu daného biopolymeru, je méfeni viskozity ziedéného roztoku pii co
nejmensim (idealné¢ nulovém) rychlostnim gradientu - pii co nejmensSich rychlostech
proudéni. K tomu je nutnd uprava klasickych (kapilarnich i rotacnich) viskozimetri.

KAPILARNI (PRUTOKOVE) VISKOZIMETRY

Napt. konstrukce odvozena od UBBELOHDEHO prutokového viskozimetru. K vyvolani a
udrzeni co nejmensi rychlosti proudéni (G—)O) je vyuzita pouze slozka intenzity

tihového pole —naklon rovné kapilary nebo tvar Sroubovice. I pfi velmi malych
rychlostech proudéni je vSak gradient rychlosti nenulovy - méfeni je proto vzdy zatizeno
chybou.

| ROTACNI VISKOZIMETRY

: V principu jde o dvé souosé (koaxidlni) valcové

®2 ®1  nadoby blizkého poloméru. Mezi jejich stény je
| umistén méfeny roztok. Rotuje-1i jeden z valcii
| konstantni rychlosti, funguje méfeny roztok jako
: “spojka”, ptenasejici rotani pohyb a vyvolavajici
| rotaci druhého vélce. Fazové zpoZdéni této rotace
!
|
I

osa otaceni

W1 # M2
1 jeji thlova rychlost zavisi na viskozité roztoku,
- ktery neproudi —rotacni viskozimetry spliiuji

podminku G = 0.
meéteny roztok
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MERENI VISKOZITY

Pfesnd matematickd (exaktni) teorie opét neexistuje. K dispozici jsou pouze
experimentalné ziskané¢ (empirické¢) vztahy —napf. empirickd rovnice MARKOVA —

HouwINkovA [n]=K (Mn)a, vniz K a o jsou parametry zavisejici na pouZitém
rozpousStédle a tvaru makromolekuly rozpusténé latky. Pred kazdym (ke stanoveni
molarni hmotnosti ur€enym) métfenim je nutno tyto parametry experimentalné urcit pomoci
roztoku presné definované makromolekularni latky ve stejném rozpoustédle, u jejiz
makromolekuly prfedpokladame stejny tvar, jako u molekuly métené.

METODIKA A ZPRACOVANi VYSLEDKU

Obdobné jako u osmometrie — vhodny viskozimetr + kalibrace roztokem latky, jejiz
molarni hmotnost i tvar zname. Kalibraci (méfenim viskozity a dosazenim do MARKOVY-
HOUWINKOVY rovnice) ziskdme parametry K a o.

Pak pfiprava nékolika roztokii méFeného biopolymeru v rozpoustédle pouzitém pfii
kalibraci a méfeni jejich viskozity = [cl,nredJ], [cz,nrecu], [cg,nredﬁ], .... Déle graf a

extrapolace na nulovou koncentraci = [n] — Mark.- Houw. > i, =( [n] /K )1/01.

SEDIMENTACNI ANALYZA

Dalsi metoda stanoveni molarni hmotnosti. Experimentdlni metodikou je
ultracentrifugace, pii niz dochazi k pohybu molekul biopolymeru v odstfedovaném
roztoku. Pfi zpracovani namétfenych vysledkii vychdzime z mechaniky i1 z
fenomenologického popisu daného jevu.

Mechanika:

Model - makromolekula jako téleso ponofené do kapaliny zndmé hustoty v poli odstiedivé
sily. Na téleso (makromolekulu) ptisobi podle mechanickych ptredstav tfi sily

e Odstfedivasila F =ma,=mw’r;
e Vztlakovasila  F,=pVw’r, p je hustota roztoku, ¥ je objem makromolekuly;
e Odpor prostiedi F,= fdr/dt= fv, f je tzv. frikéni koeficient (frikce — tfeni).

Podminka pro rovnomérny pohyb makromolekuly:

F+F,+F,=0=>F —(F,+F)=0=>F,=F-F,=

dr f f
1 dr M(1-pV)
o’r dt N, f

dr mo'r—pVo’r wzr(M M_J
— = =

=S:>g—Sc02r:O.
dr

V téchto vztazich je p —hustota roztoku, ® —uhlova rychlost odstfedovani, M -
(hledand) molarni hmotnost biopolymeru, VvV —parcidlni objem biopolymeru
(P yiopol. =P iapor ) » 7(£) — vzdalenost makromolekuly od osy otageni.
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S=M(1-pV)/N,f je tzv. sedimentaéni koeficient zavisejici mimo jiné na moldrni

hmotnosti biopolymeru — S =S (M ) ; jednotkou této veliCiny je swedberg (10*13 s) .

Reseni diferencialni rovnice

Q—szr:O = ngmde
dt r

ma tvar
In(r/r,)=Sw’t AS=S(M) = moZnost uréeni molarni hmotnosti.

V okamziku #=0 je poloha makromolekuly r=r, od této polohy je jiz jeji (dalSi)
"odstfedivy" pohyb rovhomérny.

PRAKTICKE MERENI RYCHLOSTI SEDIMENTACE

“Sledovani” pohybu makromolekuly polymeru a urceni rychlosti jejiho rovnomérného
pohybu = (ro,v) — optické sledovani (rovnomérného) pohybu rozhrani roztoku a Cistého

rozpoustédla v kyveté pii odstFfed’ovani (napi. meéfenim indexu lomu).

A tga=S0 = S= M.

In(r/r,) Méieni provadime pro jedinou koncentraci
roztoku biopolymeru, jehoz molarni hmotnost
a chceme urcit.

Velky problém: v praxi se k "odstfedivému"
» pohybu makromolekul vzdy ptidava jejich

tepelny pohyb a dochazi k difazi — rozhrani je

neostré a celé meéfeni je zatizeno velkou
chybou. Proto nevysta¢ime pouze s mechanikou, ale — protoze diftzni (tepelny) pohyb
makromolekul je zcela nahodily a chaoticky — musime vzit na pomoc poznatky
termodynamiky.

O'v ¢

Pii fenomenologickém termodynamickém popisu pouzivame termodynamické (“vné&jsi”)
veli¢iny a opoustime predstavu makromolekuly jako télesa v kapalin€é. Zahrneme-li takto
mezi uvazované jevy i diftuzi, ukazuje se, ze sedimentacni koeficient S zavisi i na
koncentraci roztoku biopolymeru = pro kaZzdou zvolenou koncentraci musime provést
vySe popsané mefeni sedimentatniho koeficientu. Takto ziskdme dvojice hodnot
[c:S ][5, ], [€5385]s - Pak =

*
S

So

\ 4
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S, — sedimentac¢ni koeficient daného biopolymeru extrapolovany na nulovou koncentraci —
limitni sedimentacni Cislo (slouzi i pro posouzeni sedimenta¢nich

vlastnosti riznych biopolymeril).zakladé termodynamickych poznatkli mizeme odvodit
tzv. SWEDBERGOVU rovnici
i - S, RT

"D, (1 - pV) ’
v niz veli¢iny maji svij obvykly vyznam a D, je tzv. difiizni koeficient, k jehoz urceni je
potiteba dal§iho méfeni — DIFUZIMETRIE.

DIFUZE

Proces samovolného vyrovnavani koncentrace vSude tam, kde existuje koncentracni
gradient. Mechanismus — chaoticky tepelny pohyb makromolekul. K méfeni veli¢in
souvisejicich s difuzi se pouziva rtiznych metod:

VOLNA DIFUZE — optické sledovani rozmyvéani ptivodn& ostrého rozhrani mezi
roztokem biopolymeru v dolni ¢asti a Cistym rozpoustédlem v horni ¢asti svislé kyvety
(Fickovy zakony volné difuze). Métfeni volné difize je Casové velmi narocné.

ROTACNI DIFUZE — za normélniho stavu jsou (makro)molekuly biopolymeru v roztoku
zcela ndhodné orientovany. Tato situace mize byt zménéna silovym polem - napt. polem
odstiedivym nebo elektrickym. Ucinkem tohoto pole se vSechny molekuly orientuji
(“sefadi”) jistym stejnym zplUsobem. Po zruSeni pole dojde béhem tzv. relaxaéni doby k
navratu k pivodnimu, co do orientace makromolekul, chaotickému stavu. Tomuto
pfechodu od uspotfddané orientace ke stavu orientace chaotické se fika rotacni diftze.
Experimentalné se relaxa¢ni doba méti napt. metodou optického dvojlomu za toku.

DIELEKTRICKA DISPERZE —roztok  biopolymeru vystavime pusobeni
vysokofrekvenéniho stfidavého elektrického pole (103 -10" HZ) a méfime jeho
permitivitu. Pfi malych frekvencich se staci molekuly biopolymeru i rozpoustédla stiidave

orientovat ve sméru elektrického pole. Pii vysSich frekvencich vSak jiz molekuly
biopolymeru nesta¢i reagovat na zménu polarity pole a proto je permitivita roztoku

[828( f )] Klesajici funkci frekvence pole f. Z prib&hu této funkce lze opét urcit
relaxacni dobu.

Nékterou z vySe uvedenych metod miizeme urcit difizni koeficient D méfeného roztoku a
extrapolaci na nulovou koncentraci ziskat jeho limitni hodnotu D, , kterou miZeme dosadit

do SWEDBERGOVY rovnice a z ni ur¢it molarni hmotnost M, .

STANOVENI MOLARNI HMOTNOSTI METODOU
NORMALNIHO ROZPTYLU SVETLA

Interakce svétla (elektromagnetického vinéni) s latkou — obecné zeslabeni vstupujiciho
paprsku. Na ubytku zativé energie se podili:

e Absorpce
e Fluorescence

¢ Rozptyl svétla
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NORMALNI (RAYLEIGHUV) ROZPTYL SVETLA

Pii prichodu svétla latkovym prostfedim — napft. roztokem biopolymeru — dochézi na
molekulach rozpusténé latky k rozptylu.

Mechanismus rozptylu — modelova piedstava: molekulu rozpusténé latky povazujeme za
prostorovy oscilator, rezonancné rozkmitavany dopadajicim pticnym elektromagnetickym
vInénim, které mu pfedava (malou) ¢ast své energie.

Kmitajici elektrické naboje — elektrony v obalu molekul — pfedstavuji zdroj nového
elektromagnetického vinéni. Je-li frekvence tohoto (rozptyleného) zafeni stejna jako u
zateni dopadajiciho (primarniho), hovofime tzv. normalnim rozptylu svétla
(RAYLEIGHUV rozptyl) — na rozdil od tzv. RAMANOVA rozptylu svétla). Teorie normalniho
rozptylu — klasické pfedstavy — RAYLEIGH, EINSTEIN, SMOLUCHOWSKI, ZIMM aj.

Intenzita rozptyleného svétla je ve srovnani s intenzitou dopadajiciho paprsku velmi mala.
Jeji hodnota je zavisld na sméru méfeni — vyklad pomoci linedrné polarizovaného
primarniho paprsku:

| #i.(0
R i, #i,(0)
I, — vertikalné linearné
0 polarizovany primarni
paprsek — vektor E je
kolmy k roviné papiru
B i ~cos’0

o

I, — horizontalné linearné
0 polarizovany primarni
A paprsek — vektor E lezi v
roving papiru

v

Pii dopadu nepolarizovaného svétla—(A+B) = [, +1, = i ~1+cos’0. Podminkou
platnosti a spravnosti téchto uvah je izotropie molekul (jejich schopnost stejnych oscilaci
v libovolném smeéru) a jejich velikost — (pficny rozmér molekuly by nemél piekrocit
zhruba dvacetinu vinové délky primarniho paprsku v daném prostiedi).

Obecny vztah, vyjadfujici intenzitu i, svétla, rozptyleného jedinou "malou" izotropni

molekulou ve sméru daném uhlem 0, mé&fenym od dopadajiciho primarniho paprsku byl
odvozen na zéklad€ vyse uvedenych modelovych tivah a ma tvar

2 .2
nTa

_ 2
Iy —mlo(l'i‘COS 9)

V tomto vztahu je o polarizovatelnost molekuly a A je vinova délka svétla primarniho
paprsku o intenzit¢ /. Tento vztah vyjadiuje nasledujici skutecnosti

1. i, ~A %, nejvice je tedy rozptylovéno svétlo modré.
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2. Rozptylené svétlo ma stejnou frekvenci jako primarni dopadajici (a rozptylujici se)
paprsek (pouze asi 0,1% intenzity rozptylené¢ho svétla ma frekvenci odliSnou —
RAMANUV rozptyl).

3. Radiac¢ni obalka rozptyleného svétla je symetricka,

4. Amplituda velikosti vektoru intenzity elektrického pole rozptyleného svétla je ptimo
umérna polarizovatelnosti molekuly (e, = o).

Dalsi matematické upravy daného vztahu souvisi s pfechodem od jediné molekuly k
souboru molekul — 7, = Zj(ie )1, pfima souvislost s koncentraci roztoku (biopolymeru).

Dalsi tipravou ziskame (opét) tzv. redukovanou intenzitu rozptyleného svétla

2
Iyr

R = 10(l+00526) '

Pomoci vztaht zndmych z elektiiny a optiky miizeme toto vyjadieni redukované intenzity
rozptyleného svétla upravit na tvar

2n’n; (an
oc

2
0 =" —j Mc=KMc
AN,

a odtud ziskat vychezi rovnici pro ur€eni molarni hmotnosti

1K
M R

Pozor! Vyse uvedené vztahy plati pfesné¢ pouze v systémech izotropnich, vii¢i vinové
délce malych, vzajemné neinteragujicich ¢astic (molekul), tvoticich spolu s prosttedim v
némz jsou dispergovany opticky izotropni systém. Roztoky biopolymeri tyto podminky
obecné nespliuji. Pficiny:

1. Nadmérna velikost makromolekul (/> A/20) — nasledkem toho neni radiacni obalka
rozptyleného svétla symetricka, nebot’ dochdzi k interferenci svétla, rozptyleného
riznymi castmi téze makromolekuly. Tento jev nazyvany disymetrie vyzaduje
korigovani namétenych hodnot. Pozitivum tohoto jevu —informace o velikosti i
tvaru makromolekuly.

2. Anizotropie makromolekul (poladrnost a proto riznd polarizovatelnost v raznych
smérech) — vliv na polarizaci rozptyleného svétla za predpokladu, Ze primarni paprsek
je linearné polarizovany. Jev nazyvame depolarizace rozptyleného svétla — opét
nutnost korekci, zadrovein vSak dalsi informace o tvaru molekuly.
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P wbdb o=

7.
8.
9.

Otazky ke zkouSce z predmétu

PREPARATIVNI A SEPARACNI METODY (SEPMP)

Extrakce. Polarimetrie

Srézeni. Koligativni vlastnosti biopolymert v roztocich.

Sedimentace, centrifugace. Chromatografie - ivod, obecné principy a klasifikace.
Déleni latek membranou, dialyza, filtrace membranou. Adsorp¢ni chromatografie,
rozdélovaci chromatografie.

Chromatografie na iontoménicich. Refraktometrie.

Gelova a afinitni chromatografie. Zakladni pojmy a zdkony paprskové a vinové
optiky.

Kapalinova chromatografie. Elektrody.

Elektroforéza, krystalizace. Polarimetrie.

Specialni metody déleni biomolekul. Polarografie.

10. Plynova chromatografie. Stanoveni molarni hmotnosti biopolymert (piehledné).



