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Z.akladni dovednosti potirebné pro praci v laboratori

Odmérovani objemii

V laboratofich k odméfovani objemil kapalin slouzi odmérné sklo. Kazdé odmérmné sklo ma
rysku, vyznacujici objem. Existuji 2 typy kalibrace odmérného skla - na doliti (oznac¢eno D /
In) a na vyliti (oznaceno V / EX). Protoze kapaliny vykazuji teplotni roztaznost, je proto na
odmérném skle vyznacena také teplota, pro niz je kalibrace provedena.

Pti odecitani objemu je nutno brat v ivahu fakt, ze kapaliny v zavislosti na svém povrchovém
napéti smaci stény nadoby, hladina neni rovna, ale vytvafi tzv. meniskus. Objem méfime tak,
ze dolni okraj menisku se dotyka rysky. Pro odmétovani objemu v fadu desitek mililitrti az litr
pouzivame odmérné valce, pro odméfovani mensich objemu jsou vhodngjsi pipety. K velmi
pfesnému odméfovani nejmensich objemt, v fadu mikrolitrl, se pouzivaji automatické pipety.

spravné Spatné

4 >

U

1y
\

40 40

30 30

20

20

10 10

Spravné odecitani objemu kapaliny

Ptikladem odmérného skla kalibrovaného na doliti je odmérna baiika. Odmérné banky se
pouzivaji pii ptiprave roztoka piesné koncentrace. Jedna se o baitku s dlouhym tzkym hrdlem
opatfenym ryskou.

Typickym zastupcem odmérného skla kalibrovaného na vyliti jsou pipety. Pti jejich kalibraci
je pocitano s ulpénim roztoku na sténach nebo s jeho zadrzenim kapilarnimi silami. Pipety se
vyrabéji v riznych velikostech. Jsou bud’ jednorazové, uréené k méteni jednoho objemu (napft.
na objem 1, 2, 5, 10 nebo 25 ml) nebo délené (stupnice déli udané objemy na mensi jednotky).
Velikost pipety a jeji déleni je na ni uvedeno. Napft. oznaceni 2 IN 1/50 ml znamena: celkovy
objem pipety je 2 ml, 1 dilek = 1/50 ml. Déle je uvedena i teplota, pfi niZ ma byt objem méfen
(20°C). Odecita se poloha dolniho menisku kapaliny pii poloze pipety ve vysce oka.

Drive se neskodné roztoky nasavaly do pipety usty. Dnes je to z divodu bezpecnosti zakazano.

Pouzivaji se specialni nastavce ¢i pipetovaci balonky. Nasavame roztok 2 — 3 cm nad rysku,
pak opatrn€ upoustime na pozadovany objem.



Pipetovani s balonkem:

Stiskem ventilu "A" (air) se vytlaci vzduch a balonek se nasadi na horni konec pipety. Pak se
pipeta ponofii do roztoku a stiskem ventilu "S"(suction) se nasaje roztok po potiebnou znacku.
Piesna hodnota se upravi ventilem "E"(empty), pipeta se pienese do nadobky, kam potiebujeme
roztok prenést a stiskem "E" se obsah vypusti.

Pist (obvykle barevné oznadeny) ~—_

Nastavovaci kolecko

Tlacitko k odhozeni spicky

Displej zobrazujici
nastavenyobjem

Rozsah objemu

Odhazovac spicek

Jednorazova spicka /

Pipetovaci balonek Schéma automatické pipety

Pro velmi malé objemy se pouzivaji mechanické davkovaci pipety (Casto oznaCované jako
»automatické pipety*). Vyrabi se pipety s fixnim objemem (jednoobjemové) nebo
S nastavitelnym objemem (rozsah uveden na pistovém tla¢itku). Skladaji se z vlastniho
davkovace a vymeénitelné plastové $pi¢ky na jedno pouziti. Pist se ovlada palcem. Objem je na
pipeté uveden v mikrolitrech (napt. 100, 200, 500, 1000 apod.). Spicky jsou vyrabény
z chemicky i mechanicky odolného nesmacivého plastu, a to ve ctyfech zakladnich objemovych
typech — bily (0,2 — 10 pl), Zluty (10 — 250 pl), modry (200 — 1000 pl) a velky bily (5000 ul a
10 000 ul). Barva $picky vétSinou odpovida barve na pistovém tlacitku.



Prdace s automatickou pipetou:

Podle pozadovaného objemu pipetovaného roztoku zvolite ptislusnou pipetu: fixni pipetu
s danym objemem nebo nastavitelnou pipetu s vhodnym rozsahem (uveden na pipeté).

U nastavitelné pipety nastavite pozadovany objem na stupnici otd¢enim Sroubu:

Udaj na pistu:
Minimalni objem:

Maximalni objem:

Udaj na pistu:
Minimalni objem:

Maximalni objem:

Udaj na pistu:
Minimalni objem:

Maximalni objem:

2120 0]
2l 2| 2l
20 ul 0]
20/200 [0]
20 ul 2| 20 ul

200 pl 0]

200 / 1000 0
200 pl 2| 200 pl

1000 pl 0

1
5
0

5

15l

150 pl

550 ul

[2]
0| 20 ul
0]

200 pl

B

1
0| 1000
0

Pfed pipetovanim nasadite na pipetu vhodnou $picku (barva obvykle odpovida barvé na
pistovém tlacitku).

Pii pipetovani stlacite pistové tlacitko k prvni zarazce, ponofite pipetu do roztoku a
pomalym uvoliiovanim pistového tlacitka nasajete roztok do Spicky. Po pieneseni do
prislusné nadoby obsah Spicky vypustite stlacenim pistového tlacitka do druhé polohy.
Roztok se pipetuje na dno nadoby, pii¢emz Spicka nesmi byt pii vypousténi v roztoku

ponofena.

Pipetu je nutno drZet ve svislé poloze $pickou dolii po celou dobu manipulace!

Po pipetovani odstranite Spicku stlacenim specialniho tlacitka pro odhazovani Spi¢ek nebo
pistového tlac¢itka do tieti polohy (dle typu pipety) a odloZite ji svisle do stojanku.

Pro pipetovani nového roztoku pouzijete vzdy novou Spicku.
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Drzeni a prace s mechanickou davkovaci pipetou
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Vazeni

Vazenou latku nikdy nesypte piimo na misku vah!!! Vzdy je nutné pouzit vhodnou nddobku
(vazenku, kadinku, hodinové sklo...), pfipadné ¢tverec papiru S hladkym povrchem, celofanu
nebo alobalu. V piipadé rozsypani navazované latky je nutné vahy ihned ocistit.

Budete pracovat s digitalnimi vahami, které umoziuji nastavit nulovou hmotnost tzv. tarovani.
Vazenku umistite na plochu vah a stisknete tlacitko ,,TARE®“. Tim se ptekalibruje nulova
hmotnost a lze navazovat bez nutnosti odecitat hmotnost vazenky.

Vazivost = maximalni hmotnost, kterou lze na vahach zvazit
Citlivost = pfesnost vah

Centrifugace (odstied’ovani)

Centrifugace (odstfed’ovani) je separa¢ni metoda oddélujici slozKy ze suspenze na zakladé
rozdilnych hustot pomoci odstiedivé sily. Pisobenim odstiedivé sily se urychli sedimentace
jednotlivych slozek. V biochemické laboratoii se vyuziva napi. k odstranéni krvinek pfi
ptipravé plazmy nebo séra, k odstranéni sraZeniny z roztoku nebo k zakoncentrovani ¢astic
zZ télnich tekutin pro mikroskopické stanoveni.

Podminky centrifugace se vyjadiuji dvéma zptsoby:

e relativnim odstfedivym zrychlenim (=RCF), které udava, kolikrat je odstiedivé zrychleni
vEtsi nez zemské gravitaéni zrychleni g
e pomoci poc¢tu otacek za minutu (RPM = revolutions per minute)

a dale dobou, po kterou centrifugace probiha.

]

supernatant

V.

peleta /sediment

Vysledek centrifugace



Filtrace

Filtrace je separacni metoda, kterd umoznuje oddéleni pevné latky od kapaliny ¢i plynu.
Vyuziva filtracni ptepazky vyrobené z riznych materiala - filtracni papiry s riznou velikosti
port, porovita sklenéna nebo porcelanova frita (specialni filtraéni zafizeni), skelna vata, textilni
filtry, piskové filtry atd. Filtrovana smés se nalije na filtr. Castice, které jsou mensi nez pory,
filtrem prochézeji a dostavaji se do filtratu, zatimco vétsi ¢astice zlstanou na povrchu filtru a
vytvoii tzv. filtracni kol&¢. Filtraéni materidl je ur€ovan chemickym charakterem filtrovaného
roztoku. Rychlost filtrace zavisi na ploSe a vlastnostech filtra¢niho prostiedi, na poctu a
velikosti port, na tlaku a teploté pfi filtraci, na povaze srazeniny i1 na viskozité filtrované

kapaliny.

Nejbéznéjsim materialem pro laboratorni filtraci je filtratni papir. Vyrabi se z vlaken celulozy
a podle volby vlaken lze ptipravit papir s riiznou velikosti porti. Nejvétsi pory ma mekky papir,
zatimco nejmensi pory ma tvrdy filtraéni papir. Nej€astéji se vyuziva stiedné tvrdy papir se
sttednimi pory, ktery dokéze zachytit vétSinu srazenin a necistot. Filtracni papir se nehodi pro
filtraci siln¢ kyselych nebo zasaditych latek ani silnych oxida¢nich ¢inidel. Pro filtraci téchto
latek je vhodné pouzit pérovitou sklenénou nebo porcelanovou fritu.

Podle filtracniho tlaku se postupy déli na filtraci za atmosférického tlaku, podtlakovou a
ptetlakovou filtraci. Nejjednodussim typem je prosta filtrace provaddénd za atmosférického
tlaku. Zékladni pomuckou pii tomto typu filtrace je filtracni nalevka, do niz se vklada vhodné
slozeny papirovy filtr. V nékterych jednoduchych ptipadech lze jako filtr pouzit chomacek
vaty. Filtrace pfes vatu je vhodna u té¢kavych latek, které by se na velké plose filtru odpatovaly.

Filtra¢ni nalevka (hladk4 nebo Zebrovand) s dlouhym stonkem se umisti do filtra¢niho kruhu
tak, aby se stonek dotykal stény nadoby na zachyceni filtratu. Velikost filtru je nutné ptizptsobit
velikosti nalevky - filtr by mél dosahovat cca 0,5 cm pod okraj nalevky. Pouzivaji se dva typy
papirového filtru - hladky nebo skladany (tzv. francouzsky). Jejich ptipravu ukazuje obrazek.
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Schéma pripravy hladkého filtru (A)
a skladaného filtru (B)


http://lat.zshk.cz/media.aspx?id=SLT005&TB_iframe=true&height=750&width=820

Hladky filtr se zhotovuje ze ¢tverce filtraéniho papiru, ktery se pielozi na polovinu a dale na
¢tvrtinu. Nizkami se zastfihnou volné rohy dokulata. Jedna vrstva ptelozeného papiru se
odtdhne od ostatnich a vznika kuzelovy filtr. Ten se pfed umisténim do nalevky navlh¢i, aby
filtr dobie pfilnul k jejim sténam, a tim byla filtrace urychlena pomoci kapilarnich sil mezi
povrchem papiru a sklem nalevky. Tento filtr totiz filtruje pouze Spickou a pomérné pomalu.
Filtr nikdy nenavlhcujeme, pokud filtrujeme organické s vodou nemisitelné roztoky nebo
slouzi-li filtrace pro analytické ucely. Rychleji nez hladky filtr pracuje filtr skladany. Opira se
totiz o stény nalevky jen hranami, a proto filtruje témet celou svou plochou. Skladané filtry
jsou dostupné hotové nebo se skladaji z kruhové vysece, ktera je véjitovite prekladana smérem
od stfedu k obvodu. Pfi skladani francouzského filtru je nutno dbat, aby pii nékolikerém
prekladani nedoslo k poskozeni filtru ve Spic¢ce. Skladany filtr se vklada jen do hladké nalevky.
Pfi filtraci se naléva filtrovana smés na filtr opatrné po sklenéné tycince (viz obrazek), aby se
papir neposkodil. V zadném piipad¢ se jej tyCinkou nedotykame, vlhky filtraéni papir je totiz
velmi malo mechanicky odolny a hrozi jeho protrzeni. Proud kapaliny je tieba smétovat proti
mistu, kde je papirova vrstva trojita. Filtr se plni vzdy nékolik milimetrti pod okraj.

Schéma filtrace za atmosférického tlaku



Grafické vyhodnocovani experimentalnich dat

V analytickych metodach, v nichz jsou sledovany rizné fyzikalné-chemické veli¢iny a vztahy
mezi nimi, se ¢asto pouziva grafické zobrazeni sledované zavislosti.

Tyto grafy se pouzivaji:

- k ovéfeni platnosti sledované zakonitosti v danych podminkéach

- k posouzeni piesnosti zvolené metody

- jako kalibracni kfivka pro sériova méteni

- k numerickému vyhodnoceni hledané veli¢iny
Grafy se rysuji na rastrovany papir nejcastéji s milimetrovym délenim. Sledujeme-li prab¢h
spojité funkce y = f(X), pak se nezdvisle proménna veli¢ina nanasi na osu X. U této veliCiny Ize
zvolit a podle vlastniho uvazeni ménit méfené intervaly (napft. ¢as, vinova délka, koncentrace
apod.). Zavisle proménnd veli¢ina se nanasi na osu y. Tuto veli¢inu v pribéhu méfeni
odecitame na Skdle pfistroje nebo jin¢ho kalibrovaného zafizeni (napf. byrety) nebo ji
z namétenych hodnot vypocitame (napt. absorbance, napéti, objem titraéniho roztoku, rychlost
apod.).

Na kazdé ose se oznaci nanasena veli¢ina pomoci dohodnutého, bézné pouzivaného symbolu a
rovnéZ jednotka, v niZ je veli¢ina udavana. Usek na ose se rozdéli na vhodny pocet celistvych
dilki v maximalnim rozsahu volenych ¢i métenych veli¢in. Méfitka se voli tak, aby vysledny
graf bylo mozno narysovat do plochy pfiblizného ¢tverce. Je-li sledovana zavislost linearni, pak
by méla vysledna piimka svirat s osou x thel pfiblizné 45°.

Jednotlivé experimentalné nalezené body se v grafu oznac¢i pomoci kiizkd nebo malych krouzki
s vyznacenym stfedem. Jimi se pak prolozi idedlni kiivka tak, aby vétSina bodl leZela na ni,
pfipadné stejny pocet nad ni a pod ni. Touto grafickou metodou je mozno do jisté miry
eliminovat odchylky zptsobené subjektivnimi vlivy. Kalibra¢ni kiivku je mozno rysovat jen
Vv oblasti méfenych hodnot, tzn. Ze kiivka za€ina prvni a konci posledni zmétenou hodnotou a
nema byt prodluzovana do oblasti, ktera nebyla experimentalné provétena. Ke grafu se obvykle
piipojuji 1 zékladni idaje o podmink4ch méfeni a datum, pfipadné i jméno pracovnika.

Nékdy je vhodné sledovat pribéh funkce v jeji prvni derivaci, kterou ziskame tzv. metodou
piirustkti hodnot. V téchto pripadech se na osu y nanaseji hodnoty y1-Yo/X1-Xo , Y2-Yy1/X2-X1, Y3-
Y2/X3-X2, ... proti hodnotam x1, X2, X3, ... Na ose x. Jindy je vhodna metoda logaritmicka, pfi niz
se nandsi jedna nebo ob¢ veli€iny v logaritmické stupnici. Pro tyto ucely se vyrabé&ji rastrované
semilogaritmické nebo logaritmické papiry. Derivaéni a logaritmické kiivky se pouzivaji u

vvvvvv

Peclivému sestrojeni grafu je tieba vénovat stejnou pozornost jako vlastnimu experimentu. Pti
nedbalém provedeni mohou byt v§echny ptedchozi vysledky experimentu znehodnoceny. Na
druhé strané€ nepfesnosti v praci se odrazi velkym rozptylem bodi kolem ideélni kiivky. V
takovych ptipadech je nezbytné odhalit zdroj chyb a pokus zopakovat.
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Osmoza, osmoticky tlak, osmolalita

Jsou-li dva roztoky, o rozdilnych koncentracich rozpusténych latek, od sebe oddéleny
membranou propustnou pouze pro molekuly rozpoustédla, dochazi k tomu, Ze ¢ast rozpoustédla
piejde z mista s nizsi koncentraci do mista koncentrace vyssi. Tak se rozdil koncentraci na obou
stranach membrany vyrovna. Tento jev se nazyva osméza. V biologickych soustavach ma
zasadni vyznam pfi transportu vody mezi butikou a extracelularni tekutinou i naopak.

rozdil hodnot
osmotického a

- atmosférického
tlaku

Osmoza Reverzni osmdza

Osmozu lze kvantifikovat pomoci tlaku, ktery je nutno vyvinout na koncentrovangj$i roztok,
aby se zabranilo osmodze, nebo naopak podtlaku, vyvinutém na strané roztoku méné
koncentrovaného. Mechanismus vzniku osmotického tlaku neni zatim zcela jasny. Neni vSak
vyvolan pfimo rozpusténou latkou, ale sniZenim aktivity rozpoustédla vlivem latek v ném
rozpusténych.

Velikost osmotického tlaku zavisi na poctu €astic rozpuSténych v roztoku, pficemz nezavisi na
jejich druhu, velikosti, pfipadné naboji. Pro vyjadieni osmotickych poméra v roztoku se uziva
pojmu osmolalita; druh koncentrace nezavisly na teploté a na vlastnostech rozpusténych latek.
Osmolalita tudiz vyjadiuje celkové latkové mnoZstvi vSech osmoticky aktivnich ¢&astic,
pfitomnych v jednotkové hmotnosti rozpoustédla ( mol/kg, resp. mmol/kg, diive oznaceni
Osmol/kg, resp. mOsmol/kg).

1 mol latky v 1 kg vody predstavuje roztok s osmolalitou:

glukosa 1 mol/kg
NaCl (pri 100% disociaci) 2 mol/kg
NaCl (pti 86% disociaci v krevni plasmé) 1,86 mol/kg
AgCl (nerozpustny ve vode) 0 mol/kg

Osmolalit¢ 1 mol/kg odpovida osmoticky tlak 2,7 MPa. Velikost osmotického tlaku
jednotlivych oddila biologickych systému (a roztokd, které se do nich aplikuji), se vztahuje ke
»standardu®, jimz je v lidské fyziologii krevni plasma.

11



K obecnému vyjadreni rozdili osmotickych tlakti na rozhrani se pouziva terminu tonicita.
Roztok, ktery ma stejny osmoticky tlak jako plasma, se oznacuje jako izotonicky. Roztok
S niz§im osmotickym tlakem jako hypotonicky a naopak s osmotickym tlakem vysSim jako
hypertonicky.

U biomembran jsou osmotické procesy slozit¢ ovlivilovany vybérovymi transportnimi
mechanismy. Nekteré z latek sice prostupuji volné, jiné jsou vSak pifenaSeny aktivnim
transportem, symportem ¢i antiportem, atd.

Osmotické poméry v plasme a v moci jsou (s dals$imi parametry) vyznamnym diagnostickym
ukazatelem. Fyziologicka osmolalita plasmy se pohybuje okolo 285 = 10 mmol/kg vody, cemuz
odpovida osmoticky tlak 0,78 MPa.

Osmoticky tlak pfipadajici na bilkoviny plasmy se nazyva onkoticky tlak a ¢ini cca 0,3 %
celkového. Osmolalita moc¢i se pohybuje v podstatné Sir§im rozmezi (50 — 1400 mmol/kg vody).
Rozdil moznych osmolalit v hodnot¢ dvou tada, doklada kli¢ovou tilohu ledvin pfi udrzovani
homeostatickych pomé&ri v organismu.

V technologii tpravy vody se vyuziva reverzni osmozy. Pii tomto d¢ji se pasobi tlakem na
roztok, ze kterého ptes polopropustnou membranu projde pouze rozpoustédlo; v tomto ptipadé
,,Cista* voda. Jde vlastné o opak prosté osmozy. Timto zptisobem je mozno nahradit destilaci
a ziskat deionizovanou vodu.

Osmoticky aktivni latky v roztoku méni tzv. koligativni vlastnosti (vlastnosti zavislé pouze na
poctu castic) oproti vlastnostem c¢istého rozpoustédla. Jde napf. o snizeni tenze par nad
roztokem, zvySeni bodu varu roztoku (ebulioskopicky efekt), snizeni bodu tuhnuti
(kryoskopicky efekt).

12



Stanoveni osmolality na principu kryoskopického efektu

V soucasné dobé¢ je vétSina osmometrl zaloZena na principu méfeni kryoskopického efektu.
Jeho pojmenovani pochdzi od starofeckych slov kryos, znamena ,led, mraz, zima‘, ale také
hriiza a skopeo, které znamena ,pozoruji‘. Kryoskopicky efekt popsal francouzsky fyzikalni
chemik Francois-Marie Raoult (1830 —1901), ktery se zabyval studiem viceslozkovych
soustav. Podle tfetiho Raultova zakona plati, Ze teplota tuhnuti roztoku klesa v zavislosti na
koncentraci, v ném rozpusténé latky. Osmometr (kryoskop) je tedy v principu velmi citlivy
teplomér (1 mmol/kg odpovida 0,001858 °C).

Meéfici komurka osmometru se naplni rozpoustédlem (destilovanou vodou) a termoelektricky
pomoci Peltierova ¢lanku se rychle podchladi. Potom se, zevnim zasahem, ptfivodi okamzité
promrznuti vzorku v celém jeho objemu. V okamziku, kdy vySetifovana voda zacne tuhnout,
vystoupi piesné sledovana teplota k jejimu bodu tuhnuti (uvoliiuje se skupenské teplo tuhnuti)
a teprve pak pokracuje ochlazovani zmrzlé vody. Stejny postup se opakuje s vySetfovanym
roztokem. Pokles bodu tuhnuti roztoku proti bodu tuhnuti ¢istého rozpoustédla je ptimo umérny
osmolalité. Jedna se o koligativni vlastnost, tzn. vlastnost, ktera zavisi na poctu ¢astic, nikoli
na jejich identité.

Cisté rozpoustédio
pokles bodu

tuhnuti roztoku

0 °C—

—p Cas

Grafickeé vyjadreni pritbehu teplotnich zmen pri kryoskopii

\

. W S o

f E ,_ % | {

y

. -

Iniciace promrznuti vzorku, kapkou zledovatélou na jehle
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Chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, pii niz se distribuuji slozky smési mezi nepohyblivou
(stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi. Stacionarni fazi mize byt pevna latka nebo kapalina
zakotvena na nosici, mobilni fazi kapalina nebo plyn. Slozky smési, které maji vétsi afinitu ke
stacionarni fazi, se v proudu mobilni faze zpozd'uji za pohyblivéjsimi slozkami s vEtsi afinitou
k fazi mobilni, ¢imz dochazi k jejich déleni. Latka se rozd€li mezi obé faze ve smyslu své
distribuéni (rozdélovaci) konstanty (Kp), ktera udava pomér koncentraci latky ptitomné ve
slozce stacionarni ([A]s) a ve sloZzce mobilni ([A]m).

[A]s Slozka, jejiz distribu¢ni konstanta je velka, se bude vyskytovat pievazné ve fazi
D= [A] stacionarni a bude se pohybovat pomaleji nez latka, jejiz konstanta je mala a jez
se vyskytuje pfevazné ve fazi mobilni.
Chromatografii 1ze vyuzit jak k identifikaci latek v délené smési (kvalitativni chromatograficka
analyza) nebo stanoveni mnozstvi jednotlivych slozek (kvantitativni chromatograficka analyza), tak
k ziskani Cisté slozky smési (preparativni chromatografie).

K

m

Prvni chromatografii provedl v roce 1906 Michail Semjonovi¢ Cvét (rusky

Muxaun Ceménosuu ILlgem; 1872-1919; rusky botanik, fyziolog a \
biochemik), za ucelem rozdéleni barviv . = g
vyskytujicich se v listech rostlin. Na koloné e""a""
uhlicitanu vapenatého ziskal dva zelené pruhy

(listova barviva chlorofyl a a chlorofyl b) a -
néekolik zlutych pruhi (karotenoidy). Teprve za

deset let byl Cveniv objev uznin za velky

technicky prinos tomuto zpusobu separace.

Podle reckého chroma - barva - byl odvozen

ndzev chromatografie.

Zakladni rozdéleni chromatografickych metod

A) podle zptsobu provedeni:
o sloupcova chromatografie (chromatografie na koloné)
Zékladem je kolona, tvofena trubici, ve spodu opatiena fritou a kohoutem (viz obrazek). Trubice

se naplnéni chromatograficky aktivnim materidlem, ktery vytvoii sloupec. Sloupec nesmi
vyschnout, jinak se v ném objevi trhliny a nedojde k rozd¢€leni. Zakotveni stacionarni faze na
nosi¢ se oznacuje jako impregnace. Pak nasleduje naneseni vzorku a vyvijeni. Rychlost toku
mobilni faze se obvykle udava v ml/min. Mobilni faze vytékajici z kolony se nazyva eluat.
Déleni Ize urychlit zvySenym tlakem na hladinu mobilni faze.

Specialnim typem sloupcové chromatografie je vysokotlakd (vysokoucinnd) kapalinova
chromatografie (HPLC). Zakladem je cerpadlo s vysokym tlakem mobilni faze, vysoce i¢inna
kolona a detektor. Cerpadlo tladi mobilni fazi pod tlakem az 30MPa do kolony, kde dojde k
rozdéleni vzorku a jednotlivé ¢asti pak postupné protékaji detektorem. Detektor méfi jak
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koncentraci protékajici latky, tak ¢as uplynuly od chvile startu. Jednotlivé slozky se ukazuji
jako piky, jejich koncentrace je zobrazena jako plocha pod pikem (z angl. peak = vrchol).

mobilni
vzorek faze
\*
A L oL
¢

oddélujici

se slozky 7,

stacionarni
faze

L

—>

jimani frakci

Sloupcova chromatografie — priubéh deleni smési tii latek na chromatografické koloné.

o chromatografie v plosSném usporadani
Stacionarni fazi pfedstavuje kapalina zakotvena v archu chromatografického papiru (papirova
chromatografie) nebo tenka vrstva adsorbentu nanesena na pevné podlozce (chromatografie na
tenké vrstveé). Pohyb mobilni faze je zptisoben nejcastéji jejim vzlinanim.

Podle sméru pohybu mobilni faze se papirova chromatografie déli na:

vzestupnou (rozpoustédlo se pohybuje smérem zdola nahoru, viz obrazek)
sestupnou (rozpousteédlo postupuje shora doli)

kruhovou (rozpoustédlo se rozsituje radialné od stiedu papiru)
dvojrozmérnou (déleni se provede nejprve v jednom sméru a potom s jinou

vyvijeci soustavou ve sméru kolmém)
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stacionarni faze

/ — ]

T I

!
vzorek \
Y standard
(smés) - .
(Cista latka)
o CELO |
= poloha, kam doputovala mobilni faze ) o
° pary mobilni faze
é—/
e START
= misto naneseni vzorku <— mobilni faze

Chromatografie v plosném usporadani — pribéh déleni smési tii latek v chromatografické komore.

B) podle skupenstvi fazi:

o plynova chromatografie
Déleni miize probihat v soustavé plyn - kapalina nebo plyn - pevna latka. V prvém piipadé jde
o chromatografii rozdélovaci, v druhém o chromatografii adsorp¢ni.

o kapalinova chromatografie
Déleni smési miiZze probihat v soustavé kapalina - kapalina (chromatografie rozd€lovaci) nebo

Vv soustave kapalina - pevna latka (chromatografie adsorp¢ni, gelova nebo iontové vymeénna).

C) podle fyzikalné-chemického principu déleni:
o rozdélovaci chromatografie
Stacionarni fazi je kapalina (zakotvena na vhodném nosici), kterd se nemisi s kapalinou
mobilni faze. K déleni dochazi, maji-li latky rozdilné rozdélovaci konstanty. Podminkou pro
uspesné déleni je vyssi rozpustnost latky ve stacionarni fazi, nez ve fazi mobilni.
o adsorpcni chromatografie
Stacionarni fazi je pevna latka s adsorpcnimi vlastnostmi (sorbent), mobilni fazi je kapalina
nebo plyn. Sorbent je latka, ktera ma velky povrch, na némz obsahuje skupiny, které vytvari
slabé vazby s délenymi latkami. Tyto slabé vazby zadrzuji molekuly latek, které jsou
rozpustény v mobilni fazi. Smési se déli na zdklad€ rozdilné adsorpéni afinity jednotlivych

O

sloZek ke stacionarni fazi. Nejbé€znéjsimi sorbenty pouzivanymi v chromatografii jsou silikagel,
oxid hlinity a kiemelina.
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e iontové vyménnd chromatografie
Stacionarni fazi je latka specifickych vlastnosti (iontoménic¢), mobilni fazi je kapalina.

Iontoménic je polymerni latka, ktera na svém povrchu obsahuje skupiny schopné disociace v
roztoku. Mezi staciondrni a mobilni faze se déli latky iontové povahy a to plsobenim
elektrostatickych sil mezi ionty rozpusténymi v mobilni fiazi a disociovanymi funk&nimi
skupinami iontoménice (napi. ~COO", ~SO3", ~NH3", ~CH2N*(CHs3)3). Iontoménice lze délit
podle naboje na katexy a anexy. Katex (zkracenim anglického kation exchanger) obsahuje zaporné
nabité skupiny a déli kationty. Anex (anion exchanger) naopak obsahuje kladn€ nabité skupiny
a déli anionty (viz obrazek). lonexy lze regenerovat za pouziti roztokli obsahujicich ptivodni
ionty. Jako regeneraéni roztoky lze pouzit kyseliny, zasady, nebo i NaCl, zalezi na konkrétnim
pouziti a ionexu. Metoda ma Siroké vyuziti napi. pro pripravu deionizované vody, k identifikaci
izoenzymu, k separaci proteinti a k odstranéni nezadoucich iontti ze vzorku pted jeho analyzou.

—
\__—_—__—___/

Princip déleni

+ +
o+t "t o0 ©

Princip iontové vyménné chromatografie.
Disociact funkcnich skupin se vytvori na povrchu ionexu naboj, ktery poutda opacné nabité ionty.
Jednotlivé ionty pritomné ve vzorku se vazou na intoménic riiznou silou, ¢cimz dochazi k jejich déleni.
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o gelovda chromatografie (,molekulova sita“)
Staciondrni fazi je polymerni gel pravidelného prostorového uspotfadéani, mobilni fazi je
kapalina. Slozky smési se dé€li na zakladé rozdilné velikosti molekul. Latky, jejichz molekuly
jsou vétsi nez pramér port v gelu, nemohou do n¢j proniknout a postupuji vpred s mobilni
fazi. Mensi molekuly pronikaji do prostorovych ,,0k* a jejich pohyb se zpomaluje (Viz
obrazek). Metoda se vyuziva predevS§im u déleni makromolekularnich latek, proteint,
enzymt, polysacharidii apod.

— T
e~ A

Princip déleni

Poradi frakci

2. mensi molekuly

1. vétsi molekuly

) !

N~

Princip gelové chromatografie.

Malé molekuly vstupuji do ,,chodbicek* v gelu, ¢imz jsou zpozdovany oproti molekulam, které
se do poru v gelu nevejdou. Tyto velké molekuly ,, bludisté “ v gelovych casticich obejdou, jsou
unaseny spolu s mobilni fazi a opousteji kolonu jako prvni.
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e dfinitni chromatografie
Staciondrni fazi je polymerni gel, ktery ma na svém povrchu kovalentné navazanu urcitou
latku (afinant), napf. protilatku, se schopnosti interakce se zkoumanym vzorkem (Viz
obrazek), v ptipad¢ protilatky jako afinantu s pfisluSnym antigenem. Mobilni fazi jsou
vétSinou pufry sriznou iontovou silou. Metoda se pouzivd pro separaci a izolaci
bioaktivnich latek (proteiny, nukleové kyseliny).

afinant slozky smési

SPECIFICKA reverzibilni VAZBA
jedné ze sloZek

PROMYTI
= odstranéni nenavazanych sloiek

zel _.
ELUCE

= uvolnéni navazané slozky
z afinantu

gel ( . izolovana slozka

e
b=

Princip afinitni chromatografie.

Afinant na sebe specificky navaze jednu slozku smési, ostatni slozky jsou odstranény promytim.
Zménou mobilni faze dojde k uvolnéni slozky navazané na afinant a ziskame tak eludt obsahujici pouze
tuto izolovanou sloZku.
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V chromatografii se uzivaji zkratky odvozené z anglickych nazvu jednotlivych metod.

Anglicky nazev metody Druh chromatografické metody
GC gas chromatography plynova chromatografie
LC liquid chromatography kapalinova chromatografie
HPLC high-performance liquid chromatography vysokoucinna kapalinova chromatografie
PC paper chromatography papirova chromatografie
TLC thin layer chromatography chromatografie na tenké vrstvé
GPC gel permeation chromatography gelova chromatografie
IEC ion exchange chromatography iontové vyménna chromatografie

Vyhodnoceni chromatografickych metod

Sloupcova chromatografie - v pritb¢hu eluce se
Y postupné sbiraji frakce a to bud’ pomoci ¢asového
spinace ve stejnych ¢asovych intervalech, nebo se
vhodnym zafizenim odebiraji frakce stejného
objemu. Vyhodnocuji se nejcastéji fotometricky.
Grafickym znazornénim prubéhu eluce je tzv.
elucéni kiivka. Na 0su X se nanasi elu¢ni ¢as nebo
eluéni objem, na osu Yy naméfena absorbance.

retanénl fas | ‘ Eas » Eluce izolované sloZzky mé tvar kiivky, kterd se
E— ’ v r r v Ve .7
' svym rozlozenim podoba Gaussove kiivce. Jeji
\_'v—j 7w . . v ’ , .« .y
start Sifka piku vySka charakterizuje mnozstvi latky, jeji poloha

(elucéni cas nebo objem odpovidajici poloze
maxima) muiiZe slouZit k jeji identifikaci. Porovnani se provadi pomoci znamych standarda.

koncentrace

Chromatografie v ploSném usporadani - latky se vtomto
5 uspotradani obvykle pouze identifikuji. Misto, kam se nanasi
Celo [ vzorek, se oznacuje jako start, poloha mobilni fize v okamziku
preruseni vyvijeni je €elo.
Identifikace se provadi pomoci retardacniho faktoru (Ry).
@ Retardacni faktor je pomér viddlenosti start - téZisté skvrny
vzorku (A) ku vzdalenosti start - ¢elo (B).
<

B

Start | ___. O

Hodnoty Rsse udavaji v tabulkach, ale spolehlivéjsi je srovnavat
vzorek se standardy, které se nanaSeji paralelné se zkoumanou
latkou a vyhodnocuji stejnym zptisobem.
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Acidobazické rovnovahy

Problematiku acidobazickych rovnovah je nutno feSit ve spojitosti s teorii kyselin a bazi.
Vzhledem k aplikaci v biochemii se Ize na tomto misté pii vykladu omezit pouze na vodné
roztoky. Kyseliny jsou takové latky, které mohou wuvelitovat proton (vodikovy Kationt).

vvvvvv

e w7

konjugovany par, pticemz silné kyselina je konjugovana se slabou bazi a naopak.

Kyselina — Baze + H* Konjugovany par
HCl — CI' + H* silna kyselina / slaba baze
H2COs3 —» HCOs + H* slaba kyselina / silna baze
NHs+" — NHs3 + H* slaba kyselina / slaba baze

Z uvedenych ptikladl vyplyva:

a) Je-li silna kyselina (HCIl) konjugovana se slabou bazi (CI’), bude se v paru HC1 / CI’
uplatiiovat prakticky pouze kyselina jako donor protoni, zatimco baze jako akceptor H™ se
projevi v mife zcela zanedbatelné. To plati analogicky pro silnou bazi (HCO3") jako akceptor
protont ve dvojici HCOz / H.CO3

b) Neni-li schopnost pfijimat ¢i odevzdavat proton jednozna¢né vyhranéna, oznacuji se tyto
latky jako amfolyty.

Proton miize byt uvolnén z kyseliny jen tehdy, je-li akceptovan pifitomnou bazi. Analogicky
probihaji elektronové vymeény v redoxnich déjich.

HClI —» ClI"+ H*
NHsz + H* — NHs*

HCI + NHz— NHs" + CI

Zcela vyjimecné postaveni ma pii téchto vymeénach voda, nebot’ mize byt podle situace jak
donorem, tak akceptorem protonu. Jako donor H* vystupuje v pfitomnosti bazi (chova se jako
kyselina), v pfitomnosti kyselin vystupuje jako akceptor H* (chova se jako baze).

HCl — CI'+ H* NH3 + H" — NHs*
H,0 + H* — H30* H.0 — OH + H*
HCI + H20 — H30" + CI NH3 + H,O — NHs" + OH"
(voda jako baze) (voda jako kyselina)

K vyméné protonti dochazi (i kdyZ jen v nepatrné mife) i mezi dvéma molekulami vody (tzv.
autoprotolyza):
2 H,O — H30* + OH"
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Latkovou koncentraci ¢(H30") ve vodé Ize odvodit z rovnovazné disociani konstanty:

_ [H;0*].[0H"]
K ="Thop

Ky .[H,0]*> = [H;0%].[OH"] = K,
Konstanta Ks se nazyva iontovy soucin vody a jeji Ciselna hodnota je pti 25°C:
K, =1,12.10"* mol?/1?

Ve vodé je c(H;0%) = c(OH™) = 1077 mol/l. V kyselych roztocich je pak c(H;0%) >
1077 mol/l, v alkalickych roztocich je c(H;0%) < 107 mol/L.

Vodikovy exponent (pH)

Pojem vodikového exponentu (bézné pH) zavedl S. P. L. Sérensen (1909) ve snaze zjednodusit
udaje o koncentraci vodikovych iontd v roztoku. Na jeho névrh bylo zavedeno pouzivani
logaritmické stupnice:

pH = —log c(H") c(H*) = 107PH

Analogicky lze logaritmickou funkci vyjadtit i dalsi vztahy odvozené z iontového soucinu
vody:

pOH = —log c(OH™) c(OH™) = 107P%H pH + pOH = 14

Po této upravé méa pak vodapH = 7, v kyselych roztocich je pH < 7, v alkalickych roztocich
je pH > 7. Prakticky rozsah hodnot pH ve vodnych roztocich je 0 az 14.

pH = 14 - pOH pOH = 14 — pH

V klinické biochemii je velmi pozorné sledovana hodnota pH arterialni krve. Normalni hodnota
je 7,40 + 0,04, coz odpovida koncentraci H iontt 40 nmol/l (s rozpétim 36,5 az 44,0 nmol/l).
Pfi pouzivani stupnice pH je nutno si vzdy pln¢€ uvédomit, ze jde o logaritmickou skalu. Zména
pH o jednotku znamend zménu skutecné koncentrace o fad.

Vypocet pH roztoku silnych kyselin a hydroxidu
Za silné kyseliny se povazuji takové kyseliny, které jsou ve zfedénych vodnych roztocich
prakticky uplné disociované. V takovém pfipad¢ lze z jejich latkové koncentrace odvodit

koncentraci vodikovych iontl. Pro vypocet pH se pouZije samoziejmé koncentrace c(H"), ktera
je zéavisla na sytnosti ptislusné kyseliny.
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HCl — H* + CI c(HY) = c(HCD)
H2SO4 — 2H* + SO4> c(HY) = 2.c(H,S0,)
Za silné hydroxidy se povazuji hydroxidy alkalickych kovii a kovi alkalickych zemin a to proto,
ze jsou ve vodeé pIn¢ disociovany na kovovy kationt a hydroxidovy aniont OH". Tento aniont je

silna baze, nebot’ odebira protony reakénimu partnerovi. Z koncentrace hydroxidu lze tedy
odvodit i koncentraci c(OH") potfebnou pro vypocet pH.

Vypocet pH roztoki slabych Kkyselin a hydroxidii

Slabé kyseliny jsou ve vodnych roztocich disociovany jen ¢aste¢né. Stupen disociace je
zavisly na hodnot¢ disocia¢ni konstanty. Disociuje-li slaba kyselina (HAC) dle rovnice:

HAc — H" + Ac
pak rovnovazna disocia¢ni konstanta (Kx) pro tuto kyselinu je:

[H].[Ac7]

Ke = —THaq

Z disociaéni rovnice plyne, ze [H*] = [Ac™], tedy po dosazeni:

[H*]?

K = Tiaq

a po uprave:

c(HY) =/ Ky.c(HAc)

Koncentrace c(HAc) predstavuje koncentraci nedisociovanych molekul pfitomné slabé
kyseliny. Vzhledem k tomu, Ze disociace probiha jen v malé mife a na celkovou koncentraci
kyseliny (ck) ma jen zanedbatelny vliv, povazuje se koncentrace c(HAc) za celkovou
koncentraci pritomné kyseliny (ck). Zlogaritmovanim uvedeného vztahu a zavedenim pH a pKk
(pKr = —log Ky ) se ziska konecny vyraz pro vypocet pH slabych kyselin:

1
pH = 5 . (pKy —logcy)

Analogicky lze odvodit podobny vztah pro vypocet pH slabych hydroxidii:

1
pH = 14—5 .(pK, —logc,)
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Méreni pH

Urcovani pH patii k zakladnim uloham v laboratofi i v chemické praxi. Pouzivaji se jednoduché
kolorimetrické metody i exaktni méfeni pomoci pH-metrii. V kolorimetrickych metodéach se
pouzivaji riizné acidobazické indikatory nejcastéji impregnované na prouzku savého papiru.
Ptesnost odhadu se pohybuje okolo + 0,2 jednotek pH. Modernimi pH-metry zalozenymi na
principu potenciometrie 1ze méfit pH s pfesnosti setiny jednotek pH.

Kolorimetrické méreni pH

Meéieni je zaloZeno na pozorovani barevnych zmén acidobazickych indikatori. Tyto indikatory
méni své zbarveni v zavislosti na koncentraci iontd H* v roztoku. Pro méfeni jsou vhodné pouze
dvojbarevné indikatory, které prechazeji z jedné barvy do druhé vzdy v urCitém, pro né
charakteristickém rozmezi pH.

Indikator (1) se chova jako slaba kyselina nebo slaba zasada. Budeme uvazovat ¢astéjsi ptipad,
tedy dvojbarevny indikator HI, ktery je slabou kyselinou. Jeho disociaci ve vodé vyjadiuje
disocia¢ni rovnice:

HI — H" + I
Rovnovazna disocia¢ni konstanta K je:

[H*].[I7]

K=

Z této formule je mozné odvodit nasledujici vztah:

[I7] [baze]
pH = pK; + log——= = pK; + log

[HI] [kyselina]

Jsou-li formy [I'] a [HI] barevné odlisné, pak z odvozené rovnice plyne, ze zméni-li se pH
roztoku, zméni se 1 pomér slozek a to je spojeno s barevnou zménou. Zmenu barvy lze rozlisit,
je-li ptitomno alespoit 10% jedné z forem indikatoru, z ¢ehoz plyne, ze k vyraznym barevnym
zménam dochazi v rozmezi pH = pK; + 1. Tato skutecnost je podkladem kolorimetrického
méfeni pH.

Velice jednoduché je stanoveni pH pomoci indikdtorovych papirkii (v CR je vyrabi firma
LACHEMA). Universalni indikatorovy papirek ma osmnacti¢lennou srovnavaci barevnou
stupnici pro pH v rozmezi od 0 do 12 s moznosti odhadu + 0,5 pH.

K piesn&jdimu zjisténi pH lze pouzit papirky vyrabéné v CR pod nazvem PHAN. Maji
uprostfed nanesen indikator a po obou stranach jsou natiStény srovnavaci barevné prouzky,
jejichz barevny ton odpovidé ur¢itym hodnotam pH. Ty jsou vyznaceny pro kazdy druh papirku
na ptilozené stupnici délené vétSinou po 0,3 pH. Pfesnost méteni pii zachovani vSech podminek
je+0,15 pH.
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Indikatorové papirky PHAN

V praxi se osvédcily téZ riizné specidlni indikatorové prouzky urcené pro prostiedi, kde bézné
papirky selhédvaji, napf. ke stanoveni pH siln€ zabarvenych nebo zakalenych roztokil. Specialné
ucelové papirky se pouzivaji rovnéz v potravinaistvi (kyselost mléka, syri, tvarohu), v
zemeédélstvi (reakce pudy, kontrola silaze), v klinické biochemii (vysetfeni moci) aj.

Stanoveni pH za pouZiti pufiii

Je-1i znamo piiblizné pH vysetfovaného roztoku, vybere se vhodny indikator, jehoZ barevny
prechod lezi v oblasti pfedpokladaného pH. Jako srovnavaci roztoky se pouziji pufry, u nichz
bylo pH zjisténo pfesnym elektrometrickym méfenim. Vlastni stanoveni je jednoduché. Do
fady stejnych zkumavek se odpipetuje stejné mnozstvi vhodnych pufrt lisicich se obvykle o 0,2
pH. Do dalsi zkumavky se da stejny objem vzorku. Pak se pfida do vSech zkumavek stejné
mnozstvi indikatoru a porovna se zbarveni vySetfovaného vzorku se zbarvenim pufri.

Potenciometrie

Analyty, které vykazuji elektricky naboj, 1ze kvantitativné stanovovat pomoci potenciometrie.
Je to elektrochemicka metoda zaloZend na méteni rozdilu potencialii mezi dvéma elektrodami.

Obecné je elektroda systém navzajem vodivé propojenych elektrickych fazi. Prakticky jde
0 elektricky vodic, ktery je v pfimém kontaktu s né¢im dalSim vodivym, obvykle elektrolytem.
Elektrod je mnoho riznych typt podle jejich konstrukce a procest, které na nich probihaji.

Principidlné nejjednodussi jsou elektrody prvniho druhu. Jsou tvofeny prvkem (kovem
Vv ptipad¢ vétsiny elektrod, vzacné plynem, napi. vodikem) a jeho iontem obsazenym v roztoku.
Naptiklad zinkové elektroda vznikne ponotfenim zinkového plisku do roztoku obsahujiciho
Zn?* kationty.
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Zinkova elektroda

Zn(s) == Zn* (aq) +2¢e (s)

Egp/gnet = E2 + il In [Zn?*]
Zn/Zn Zn/Zn?* F

standardni elektrodovy potencial E? -0,763V

Zn/Zn?t =

Presngji vystihuje efektivni koncentraci pojem aktivita, ktera se skute¢nou koncentraci souvisi
jednoduchym vztahem, napt. pro latku A:

as = va-[A]

au ... aktivita latky A,
[A] ... rovnovazna koncentrace latky A

y4 .. molarni aktivitni koeficient (rozdil mezi aktivitou a koncentraci, ktery je zplUsoben vzajemnym
pusobenim ¢astic latky A s ostatnimi ¢asticemi v reakénim roztoku.)

Se zred’ovanim roztokl se rozdil mezi aktivitou a koncentraci zmensuje. S ohledem na to, Ze
roztoky vnitfniho prostiedi organismu jsou ponejvice siln¢ ziedéné, nebyva zapotiebi odliSovat
koncentraci od aktivity.

Potenciometrické ¢lanky jsou sestaveny ze dvou elektrod. Elektroda, jejiz potencidl neni
ovlivnén koncentraci stanovované latky a ma tudiZz hodnotu elektrodového potencialu
neménnou, se oznacuje jako elektroda referencni (srovndvaci). Pouzivaji se napt. elektrody
argentchloridové (Ag/AgCl), kalomelové (Hg/Hg2Cl2) nebo merkurosulfatové (Hg/HgSOa4).

Elektroda, kterd meéni svij elektrodovy potencidl v zavislosti na zméndch koncentraci
stanovované latky, se oznaCuje jako elektroda indikacéni (mérnd). Jako mérné se pouzivaji
elektrody z kovu, jehoz ionty jsou obsazeny v méfeném roztoku, nebo membranové iontove
selektivni elektrody (sklenéna).
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Je-li koncentrace stanovované slozky urcovana pfimo z hodnoty elektromotorického napéti
¢lanku, jedna se o potenciometrii pFimou (méteni pH).

Nepiimym vyuzitim potenciometrie je napf. potenciometricka titrace. Grafickym zaznamem
prubéhu titrace s potenciometrickou indikaci je kiivka s charakteristickym esovitym tvarem.

Historie

Za prvai potenciometrickou prdci je povazovana Hehradova studie o stanoveni halogenidii
dusicnanem rtutnym, r. 1893. Téhoz roku Le Blanc pouZil vodikové elektrody ke stanoveni
koncentrace vodikovych iontii. Potenciometrické méreni se postupné stavalo stale béznéjsim,
byly vyzkouseny nové indikacni elektrody; predevsim elektroda sklenénd. Schopnost sklenénych
membrdn reagovat zménou potencidlu na zmény koncentrace vodikovych iontii objevil v roce
1906 M. Cremer. Prvni acidobazické méieni provedli F. Haber s Z. Klemensiewiczem roku

1909. F. Haber

Elektromotorické napéti ¢lanku U (znaceno také AE) je déno rozdilem rovnovaznych
potencialt elektrody mérné (Em, indikacni) a elektrody srovndvaci (Eret, referenéni):

AE:Em'Eref

Podle konstrukce konkrétni elektrody je jeji potencial dan bud’ potencialem elektrodovym, nebo
potencidlem membranovym.
Elektrodovy potencial vznika na fadzovém rozhrani elektroda/elektrolyt. Probiha-li na elektrodé

elektrochemicka reakce podle rovnice:

aA +bB — cC+dD

1ze rovnovazny elektrodovy potencial v zéavislosti na koncentracich (aktivitach) reagujicich
latek vyjadtit Nernstovou rovnici:

o RT _[C]°.[D]¢
E=F — —In————+
zF ~ [A]e.[B]?
E° standardni elektrodovy potencial redoxniho paru (z tabulek)
-1
R plynova konstanta (8,314 J-mol -K)
T absolutni teplota [K] (teplota ve °C + 273,15)
-1
F Faradayova konstanta (96485,3 C-mol )
Z pocet elektronii vymenénych pri reakci
[A], [B], [C], [D] rovnovazné koncentrace umocnéné na

odpovidajici stechiometrickeé koeficienty

Walther Hermann Nernst (1864 — 1941) byl némecky chemik. Za svou prdci v oblasti termochemie
obdrzel v roce 1920 Nobelovu cenu. Nernst pomohl zalozit moderni fyzikdlni chemii a prispél do

oblasti elektrochemie, termodynamiky, fotochemie. W.H. Nernst
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Membranovy potencidl vznika na fazovém rozhrani membrana/elektrolyt tehdy, kdyz je
membrana prostupna pouze pro nékteré druhy iontd, a pro jiné nikoli. Jinak fe¢eno, membrana
je propustna pro rozpoustédlo i pro nékteré ionty, ne vSak pro vSechny. Dusledkem toho je
vznik Donnanova potencidlu na obou stranach membrany a membranového potencialu, ktery
je jejich rozdilem (Ag) a je popsan vztahem:

A RT l Cq
= — |In—
¢ zF ¢,
odvozenym ze vztahu Nernstova.
BUNECNA MEMBRANA

@ W

PROSTOR EXTRACELULARNI

Priklad (Donnanovy) membranové rovnovihy na bunécné membrane. Kliny znazornuji
potencidlovy spad prislusnych iontu. Roztok na jedné stranée obsahuje proteiny, které nemohou
prochdzet membranou. Jsou tedy mezi roztoky po obou strandch membrany rozdéleny
nerovnomeérné, proto bude mezi obéma stranami membrany nenulovy potencidlovy rozdil (A@
#0). Pritomnost iontii, pro které je membrdna nepropustnd, zpiisobi nerovnomérné rozdéleni
ostatnich iontii mezi roztoky na obou strandch membrany.
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Potenciometrické méreni pH

Elektrody pro méreni pH

Vodikova elektroda

Konvence stanovi, ze standardni vodikova elektroda
je konstruovana jako platinovy plisek, potazeny

platinovou cerni, ponofeny do roztoku s aktivitou H, @ ~ @
vodikovych iontd a(H") = 1, nasyceného vodikem —> Pt
pod tlakem 101,325 kPa. Pt

Platinovéa cern katalyzuje disociaci molekuldrniho
vodiku na atomdrni, ktery je vrovnovaze s
vodikovymi ionty podle vztahu:

Ho—>2H<e2H +2¢ L HCI
Potenciél vodikové elektrody uvedené konstrukce je Hg,Cl,
vychozim pro stanoveni potencidli ostatnich _ Hg — )

elektrod. Tzv. standardni potencial vodikové
elektrody se povazuje za nulovy pro vSechny teploty.

Pouzitim této elektrody byly zmé&feny relativni elektrodové potencialy kovli ponofenych do
roztokd vlastnich soli. Na jejich zakladé pak byla N. N. Beketovem sestavena elektrochemickd
Fada napéti kovii: Li, Rb, K, Na, Ba, Sr, Ca, Mg, Al, Be, Mn, Zn, Cr, Fe, Cd, Co, Ni, Sn, Pb,
H, Sb, Bi, As, Cu, Hg, Ag, Pt, Au. Kovy nachazejici se vlevo od vodiku vykazuji zaporny
potencial, kovy vpravo od vodiku potencial kladny.

Sklenéna elektroda

Sklenénda  elektroda  je = membranova. +

H \ +
, . v I v F N\ H
Membranou je tenkosténnd banka ze 2o N,
s s ; , sy + Ht“O'\ © +
specidlniho sodno-véapenatého skla. Vnitinim H N \ \ o H
. . . H o oNat | Pyt
elektrolytem je pufr (pro udrzeni konstantniho Vol
. v oy . < . i H | | &
pH), do kterého je ponofena vnitini referencni H o “ © o
. , i+ Na® -
elektroda, obvykle argentchloridova. H o T°
+.0/ .
Pisobenim vody z méfeného roztoku dochazi H o, /o, ot
. ) v ror ’ /. a + f" /H
k hydrolytickému uvolovani  sodikovych . / M, /o~
: o [ ’ % r r + H.---O_
kationtll ze skla a jejich vyméné za vodikové H & senzng /O .
: H
katlonty Z roztoku. vnitfni elektrolyt %mbréna// méfeny roztok

Vyhodou sklenéné elektrody je, ze méteni neni ovliviiovano piitomnosti oxida¢né-redukénich
soustav, iontll t¢zkych kovi, bilkovin, povrchové aktivnich latek nebo nékterych organickych
rozpoustédel.
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Dalsi typy elektrod pro méieni pH

Metalicko — oxidové elektrody

Elektrody z kovu (Sb, Bi, Te), jsou tvofeny ty¢inkou z Cistého kovu, na jehoZ povrchu se po
ponofeni do mérného roztoku vytvoii film ptislusného oxidu.

Chinhydronova elektroda

Je tvofena platinovym dratkem ponoienym do roztoku nasyceného chinhydronem.

Referen¢ni elektrody

Argentchloridova elektroda

Je tvofena stiibrnym dratkem (nebo platinovym dratkem s elektrolyticky vylouc¢enym stiibrem)
pokrytym chloridem stfibrnym, ponofenym do roztoku chloridu draselného, nasycené¢ho
chloridem sttibrnym. PouZziva se v ¢lanku s mérnou elektrodou sklenénou.

Merkurochloridova elektroda
Je tvofena rtutovou elektrodou podvrstvenou suspenzi chloridu rtutného (kalomelu, Hg2Cl2) v
roztoku chloridu draselného.

Kombinované elektrody

Z praktickych divodi jsou casto mérnd a srovnavaci elektroda spojeny do jednoho celku. Tyto
elektrody se nazyvaji kombinované a dosahuji stejné ptesnosti a citlivosti jako oddéleny
elektrodovy systém.

A l':] I:] Hg 7::]
w W Tag ) Agc Ag/ AgCl
Hg Cl,
© Kdl O Kl ©KC
- 1) sb Pt

Y

w
:c
N
wl

r U

Konstrukcni typy elektrod pro mereni pH

1 — sklenena, 2 — sklenéna kombinovana (s referentni), 3 — antimonova, 4 — platinova,
5 — merkurochloridova, 6 — argentchloridova
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Prima potenciometrie

Soubor metod, pii kterych se zjistuje aktivita ¢i koncentrace nékterého iontu ¢i molekuly
pomoci ¢lanku tvofeného mémou a referenéni elektrodou, je potenciometrie p¥imd. Clanek
spolu s voltmetrem méfi elektromotorické napéti.

Potenciometricka titrace (nepfima potenciometrie)

Pti potenciometrické titraci se sleduje zavislost potencialu (u neutralizacnich titraci i zavislost
pH) na objemu pfidaného titracniho c¢inidla. Prabéh titraci neutralizacnich, srdzecich,
komplexnich i redoxnich je podobny a vysledna titracni kiivka ma charakteristicky esovity tvar.
Spotteba titracniho roztoku v ekvivalentnim bodé se odecte z grafu nebo se ziskd vypoctem.
Vyhod takto provadénych titraci je nékolik:

- objektivita
- neni nutno pouzit indikator
- |ze titrovat i roztoky zakalené nebo zbarvené

byreta

s titracnim s 2
Cinidlem

e

zobrazovac

NINIRE
L
© M ES.BUC

voltmetr

elektroda

titrovany
vzorek

michadlo

elektromagneticka
michacka

Potenciometricka titrace
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Kalibrace pH-metru

Pti potenciometrickém méteni pH se provede nejprve kalibrace pH-metru, pak se uskuteéni
vlastni méteni. Kalibrace pH-metru, pii niz se dvéma hodnotam napéti nameteného pti pouziti
kalibra¢nich pufrii ptifadi pfisluSné hodnoty pH.

pH metr
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Tlumivé soustavy

V chemické praxi byvaji pro rizné ucely pozadovany roztoky s urcitou konkrétni hodnotou pH,
kterou si navic maji zachovat i pii ptisobeni riiznych vnéjsich vlivli. Tento pozadavek lze v silné
kyselé a siln¢ alkalické oblasti pokryt vhodnym fedénim silnych anorganickych kyselin
resp. hydroxidi. Ve stfedni oblasti stupnice pH (asi 3 az 11) plni tuto funkci tzv. tlumivé
roztoky, oznac¢ované rovnéz jako tstojné roztoky, tlumice, ustoje, narazniky nebo pufry (z ném.
Puffer - naraznik). Jak oznaéeni napovida, maji tyto roztoky schopnost podstatnym zptisobem
zmirnit (ztlumit) zménu pH, k niz by jinak vlivem zasahu zvenci doslo.

Tlumivé soustavy jsou slozeny vzdy ze dvou slozek: slabé kyseliny a jeji konjugované baze,
event. ze slabé baze a jeji konjugované kyseliny. V prvém piipadé budou mit obé slozky
spolecny aniont (napi. CH3COOH a CH3COONa), v druhém piipadé maji spolec¢ny kationt
(napt. NH4OH a NH4CI).

Funkci tlumivych roztokd lze dobie vysvétlit na prikladé acetatového pufru, ktery je tvofen
smési roztoku kyseliny octové a octanu sodného. Kyselina octova je slaby protolyt a jeji
disociace je jesté vice potlacena piitomnymi ionty CH3COO", které vznikly disociaci jeji soli.
Okyseli-li se tento roztok, pak pfidané ionty H™ zreaguji ihned s ionty acetatovymi na
nedisociovanou CH3COOH a pH roztoku se pfili§ nezméni.

CHsCOO" + H" — CHsCOOH

Ptida-li se naopak roztok silné zasady (napt. NaOH), prob&hne reakce s kyselinou octovou opét
bez podstatného vykyvu pH.

CH3COOH + OH" — CH3COO + H20
Analogicky se chova i pufr amoniakatovy (NH4OH / NH4Cl). Naraz kyseliny (a tim nutné
vyvolanou prudkou zménu pH) ztlumi hydroxid amonny (I.), zménu pH vyvolanou silnym

hydroxidem ztlumi pfitomny chlorid amonny (II.)

I. NH4sOH + H" — NH4" + H20
I1. NHs* + OH" — NH4OH

Henderson-Hasselbalchova rovnice

Pufr je soustavou dvou slozek se spoleénym aniontem nebo kationtem. Smicha-li se napf.
kyselina octova a octan sodny ve vodném prostiedi, probéhnou tyto reakce:

CH3COOH — CHsCOO™ + H*
CH3COONa — CH3COO™ + Na*
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Disociac¢ni konstanta (Kk) kyseliny octové je:

_ [CH;C007].[H*]
k= [CH; COOH]

Disociace kyseliny octové je siln¢ potlacena ptitomnymi ionty CH3COO", takze Ize povazovat
hodnotu [CH;C00™] za latkovou koncentraci soli v celkovém objemu pufru (cs) a hodnotu
[CH; COOH] za latkovou koncentraci pfitomné kyseliny v celkovém objemu pufru (c).

Po Uprave:
H*].c
M 2
Ck
Kk'ck
Cig+ty =
(H") e

Po zlogaritmovani dostaneme kone¢ny vyraz oznacovany jako Henderson-Hasselbalchova
rovnice, ktery slouzi k vypoctu pH a sloZeni tlumivych soustav:

CS
pH = pK, + log—
Ck

Symboly cs a ck oznacuji latkové koncentrace slozek v celém objemu pufru. Henderson-
Hasselbalchovu rovnici Ize upravit do tvaru s latkovym mnozstvim, ktery Ize s vyhodou
pouzivat ve vétsing vypoctu:

nS
pH = pK, + log—
ny

Analogicky lze ptipravit tlumivy roztok pro alkalickou oblast pH a to ze smé&si roztoku slabé
baze a jeji konjugované kyseliny, napf. z amoniaku a chloridu amonného. Podobnou tuvahou
jako v ptedchozim ptipadé je mozno odvodit Henderson-Hasselbalchovu rovnici, ktera ma pro
tyto ptipady tvar:

nS
pH = 14 — (pKZ + 10g7>

4

K ptiprave tlumivych soustav se pouzivaji roztoky slabych kyselin a jejich soli, ale vhodné jsou
rovnéz hydrogensoli, napt. dvojice NaH2PO4 a NaHPO4. Siil s vétsim poctem atomti vodiku
zastupuje kyselinu.

Jind moZnost piipravy pufrii je castecnd neutralizace kyselin ¢i zasad vypocitanym mnozstvim
ptislusného ¢inidla. Napft. v acetatovém pufru Ize nahradit octan sodny reakci kyseliny octové
a NaOH, nebo v amoniakéatovém pufru chlorid amonny reakci amoniaku s HCI.
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Smichanim nékolika tlumivych soustav lze ziskat pufry G¢inné v Sirokém tseku pH. Napf.:
Britton-Robinsontiv universalni pufr je smési HsPO4, CH3COOH a H3BOs, k nimz se ptida
predepsané mnozstvi NaOH, coz vzhledem k trojsytnosti kyseliny fosforecné predstavuje pét
tlumivych soustav, které pokryvaji celou oblast pH v rozmezi 2 az 12. SloZeni tlumivych
soustav se uvadi v riznych tabulkach. Pro nazornost uvedeme nejb&zné;si.

Tlumiva soustava Oblast pH
Kyselina citronova - citrat sodny 3,06+ 1
Kyselina octova - octan sodny 4,75+ 1
NaH2PO4 -a NazHPO4 7,21 +1
HsBOs - Naz2B4O7 9,24 + 1
NH4OH - NH4CI 925+1

Na2HPO4 - NasPOq4 12,32+ 1

H3PO4 - CH3COOH - H3BO3 - NaOH 1,8az 12

Vyznam tlumivych soustav je mimofadny. Uplatiuji se pfi mnoha chemickych procesech v
roztocich, vcéetné¢ biochemickych a jsou nezbytnou soucésti regulacnich soustav Zivych
organismdu.

Funkce tlumivych soustav

Ukolem tlumivych soustav je zabranit velkym zméndm pH v roztoku. Jejich ti¢innost omezuje
n¢kolik Ciniteld.

Prvnim limitujicim faktorem je hodnota disocia¢ni konstanty pKk (resp. pK;). Maximdlni
pufrovaci schopnost maji takové soustavy, kde je:

pH = pK, pak je ng = ny
resp. pH = 14 -pK, pak je ng = n,

Dobrou pufrovaci schopnost maji jesté roztoky, kde je:

Ny _( ns)_ 1 10
—— resp.nz = 10 az 1

Tento pomér vymezuje tzv. pufrovaci oblast. Kazdy jednoduchy pufr je tedy pouZitelny
v rozsahu
pH = pK, +1 resp. pH = 14-(pK, + 1)

Dalsim ¢Cinitelem, ktery ovlivituje vlastnosti pufru, je ldtkové mnoZstvi jeho sloZek.

Z Henderson-Hasselbalchovy rovnice plyne, ze pomér slozek ovliviiuje hodnotu pH, zatimco
jejich latkové mnozstvi ma vliv na kapacitu pufru.
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Pufrovaci kapacita uddva latkové mnoZstvi silné kyseliny nebo hydroxidu, které zpiisobi
zménu pH o jednotku. Kapacita je zavisla na latkovém mnozstvi slozek pufru. Bude-li pufr
obsahovat vice soli, bude 1épe odolavat naporu kyseliny. Bude-li naopak obsahovat vice

kyseliny, bude 1épe odolavat naporu zasady. Budou-li ob¢ slozky zastoupeny stejné, bude na
ob¢ strany vyvazeny.

Pro pufr se Casto udava tzv. celkova koncentrace pufru, ktera je dana vztahem:

n, Nng+ng ng +n,
Cp = =—— |resp.= ——

Vo Vo Y

Cp celkovéa koncentrace pufru
np celkové latkové mnozstvi slozek pufru
Vp objem pufru
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Odmérna analyza

Zn
b B

Odmérna analyza vyuziva v praxi vztahu vzajemné ekvivalence: ny =

Mezi obéma reaktanty musi probihat rychle a bez vedlejSich reakci definovany chemicky déj
(neutralizace, oxidace a redukce ¢i iontovd vymeéna), ktery lze jednoznacné popsat
stechiometrickou rovnici. Pfi vlastnim provadéni odmérné analyzy (tzv. titraci) se méfi objemy
(odtud odmérna analyza) a porovnavaji koncentrace obou reaktantii:

Ccy.Vy = E.CB Vg
b
Latkou A je vzdy zkoumany vzorek nebo standardni roztok a pro lepsi prehlednost budeme
vSechny udaje s nimi spojené oznacovat indexem -v- (pro vzorek) nebo -st- (pro standard).
Latku B budeme oznacovat jako titra¢ni roztok (TR) a u vSech symbolt pouzijeme index -t-.
(Titracni roztok se rovnéz oznacuje jako titracni Cinidlo nebo odmérny roztok ¢i odmérné
¢inidlo.) Stechiometricky pomér reaktanti a / b budeme oznacovat jako titracni faktor (symbol
- f-) a odvodime jej z pribéhu titra¢ni reakce. Tedy:

n
Cv-V;)=Ct-Vt-fv fv=n_1:

n
Cst Ve = ¢t Ve far fst = n_s:

Objemy Vy, Vs, Vi dosazujeme vzdy v mililitrech, pro objem V¢ se pouziva oznaceni spotieba
(symbol - sp -). Koncentraci titra¢niho roztoku (ct) dosazujeme v jednotkach, které jsou zadany
u vzorku, tj. v mol/l (pokud jsou koncentrace velmi malé, pak v mmol/l).

Zakladem kazdé titrace je prubéh piislusné chemické reakce. Pti vzajemné rekombinaci iontl
probihaji titrace:

a) neutralizaéni H* + OH" — H20 (vznika voda)
b) srazeci Me™ + X* — MeX (vznika nerozpustna srazenina)
¢) komplexotvorné Me* + X" — [MeX] (vznika nedisociovany komplex)

Pii elektronové vyméné provadime:

a) oxidimetrii X — X™ +ne (vzorek se oxiduje)
b) reduktometrii Y™ +ne — Y (vzorek se redukuje)

Nazev titratni metody se odvozuje od titratniho roztoku. Je bud obecny (alkalimetrie,
acidimetrie, oxidimetrie) nebo specidlni, odvozeny od pouZit¢ho titraéniho ¢inidla
(manganometrie, jodometrie, argentometrie).

Na zacatku kazdé titrace je tfeba vénovat velkou pozornost kvantifikaci vzorku. Vychazi-li se
z pevné latky, pak se na analytickych vahach pfesné odvazi potfebné mnozstvi vzorku, beze
zbytku rozpusti v destilované vod¢ a ztitruje. Vychazi-li se z roztoku, pak jej 1ze rovnéz odvazit,
ale Castéji se odmétuje vhodny objem. Pro tyto ucely se pouZzivaji pipety. Jsou to odmérné
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nadoby kalibrované na vyliti, tzn. Ze poZzadovanému objemu odpovida mnozstvi roztoku, které

z pipety vyteklo.

Vzorek se titruje v titracni bance. Je zhotovena ze skla a jeji velikost je volena s ohledem na
objem vzorku. Pfi titraci malych objemu je vhodné ptidat destilovanou vodu, aby bylo mozno
pribéh titrace bez problémii sledovat. Mé-li se ke vzorku ptidat uréité mnozstvi dalsiho roztoku
(napf. k dosazeni vhodnych reak¢nich podminek), 1ze s vyhodou pouzit stolni pistovy
davkovac. Pfi titraci je nutno obsah baiky neustdle promichavat. Vhodné je pouziti
elektromagnetické michacky. Vzorek je automaticky michan a pracovnik se mize plné
soustiedit na sledovani prabéhu titrace.

b)

stolni pistovy davkovacé byreta automaticka byreta

Titracni roztok se ke vzorku pfidava z byrety a jeho vybér zavisi na druhu titracni metody.
Ptipravuje se z chemikalii nejvyssi chemické Cistoty v koncentraci, kterd fddové odpovida
koncentraci vzorku. Pfesna koncentrace titracniho roztoku se zjisti tzv. standardizaci. Pro tyto
ucely jsou doporuéeny vhodné latky, tzv. standardy, z nichZ je mozno piesnou navazkou
piipravit definované roztoky. Jsou to napt. kyselina §tavelova pro alkalimetrii a manganometrii,
tetraboritan sodny pro acidimetrii, chlorid sodny pro argentometrii apod. Standardiza¢ni titraci
se zjisti ptesna koncentrace titra¢niho roztoku.

— Cst -Vst
Vt -fst

Koncentrace udana v mol/l se pocita na tfi platné Cislice (napt. 0,105 mol/l nebo 0,0508 mol/l),

Ct

u koncentraci v mmol/l na jedno desetinné misto (napt. 105,1 mmol/l nebo 50,8 mmol/l).

Dale se postupuje tak, Ze vypocitana koncentrace (ct) se dosadi do vztahu pro vypocet
koncentrace vzorku:
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Rozhodujicim momentem pii provadeéni titraci je naprosto piresné a jednoznac¢né rozeznéani
konce titrace, zjisténi tzv. ekvivalentniho bodu. Ten miZze byt uréen subjektivné (pfi vizudlni
titraci) nebo objektivné (pfi titraci provadéné pomoci pfistroji).

Pti subjektivnim hodnoceni je nutno s nejvyssi moznou presnosti urcit vizualni zménu vzorku
v ekvivalentnim bod¢. Tou muize byt:

1. Zména zbarveni: a) piechod bezbarvého roztoku v barevny
b) vyrazna zména jedné barvy v druhou
¢) odbarveni roztoku

2. Vznik srazeniny (roztok se na konci titrace zakali)

3. Vznik nebo zanik fluorescence

Tyto zmény lze pozorovat u nékterych titraénim metod piimo (tzv. autoindika¢ni titrace).
V takovych ptipadech je titra¢ni roztok barevny a v prubéhu titrace se odbarvuje pieménou na
bezbarvy produkt. Piikladem je manganometrie (Cervenofialovy KMnOas se redukuje na
bezbarvé ionty Mn?") nebo jodometrie (Servenohnédy roztok jodu se redukuje na bezbarvy
jodid).

V ostatnich ptipadech musi byt pouzity indikatory. Ty se pfidavaji ke vzorku na zacatku titrace.
V ekvivalentnim bod¢ dojde k barevné zméné zpiisobené indikatorem, ktery reaguje s prvni
ptebytecnou kapkou titracniho roztoku. Volba indikatoru ma pro titraci zasadni vyznam a vzdy
je tfeba si uvédomit, Ze kazda takovato titrace je zatizena jistou indikatorovou chybou. Vhodny
indikator mize tuto chybu minimalizovat.

Pti objektivni titraci problémy s indikatory odpadaji. Prib¢h titrace se sleduje méfenim vhodné
fyzikalni veli¢iny (elektrodového potencialu u potenciometrické titrace ¢i vodivosti
u konduktometrie). Vyhodnoceni se provadi pomoci tzv. titraénich ktivek.

VétSina titraci se provadi piimo. Pokud ale reakce probihd pomalu, lze u nich vyuZit tzv.
nepiimé stanoveni. Provadi se tak, ze se ke stanovované latce pfidd nadbytek Cinidla R, ktery
se poté titruje vhodnym titraénim ¢inidlem.

nv=nR_nt

_ (cr - Vi) — (c¢ . Vi)
Cy = 7
v
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Neutralizaéni titrace

Jako neutraliza¢ni titrace se oznacuji dvé odmérné metody: alkalimetriec a acidimetrie.
Alkalimetricky se stanovuji koncentrace kysele reagujici roztoki, acidimetricky se zjistuje
koncentrace roztokl zasaditych. Jako titracni Cinidla se pouzivaji zdsadné roztoky silnych
protolytt. Pro alkalimetrii nejcastéji hydroxid sodny, pro acidimetrii kyselina chlorovodikova.

Konec titrace urcuji acidobazické indikatory. Jsou to ziedéné (piiblizné 0,1%) vodné nebo
ethanolové roztoky organickych sloucenin ze skupiny ftaleint, sulfoftaleinti a azobarviv,
jejichz zbarveni je zavislé na pH. Volba indikatoru se fidi pribéhem titracni kiivky, ktera
vyjadiuje zavislost pH na objemu pfidané¢ho titracniho roztoku. Tyto kiivky maji
charakteristicky esovity tvar. Indikator se zvoli tak, aby se oblast pH jeho barevného prechodu
nachazela ve strmé ¢asti titracni kiivky.

U silnych protolytd (silné kyseliny a zasady) dochazi v oblasti ekvivalentniho bodu k prudkeé
zméné& pH, coZ se projevi ,,skokem* na titra¢ni kiivce. Proto lze vybirat z fady indikator, které
splituji vySe uvedenou podminku. U slabych protolyti (slabé kyseliny a zésady) je zmé&na pH
podstatné mensi a vybér indikatorti je tedy omezen. U velmi slabych protolytd je skok
nevyrazny a vhodny indikator pro vizualni titraci se hleda jen obtizné. Ty nejslabsi vizualné
titrovat nelze.

Acidobazické indikdtory

Nazev Kyselé prostiedi. Zasadité prostiedi. Oblast pH
Methylova oranz ¢ervena oranzova 30-44
Methylova cerven cervena zluta 44-6,2
Neutralni ¢erven ¢ervena zluta 6,0-8,0
Thymolova mod¥ zluta modra 8,0-9,6

Fenolftalein bezbarva fialova 8,2-9,9
14 14

pH pH

~
~—
_______
~~

bod ekvivalence
slaba kyselina

bod ekvivalence )

silna zasada
7 : 7
bod ekvivalence

silng kyselina bod ekvivalence

--------- slaba zésada
Objem titra¢niho ¢inidla Objem titracniho ¢inidla

Titracni krivka alkalimetrickeé titrace Titracni kiivka acidimetricke titrace
silné a slabé (c¢arkovane) kyseliny silné a slabé (carkovane) zasady
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Z prub¢hu titracnich kiivek a barevnych piechodl indikatort je ziejmé, ze pii vhodné volbé
dvojice indikatort lze titrovat silny a slaby protolyt vedle sebe. Toho se lze vyuzit napf. pfi
stanoveni acidity zalude¢ni §t'avy, pfi titraci uhli¢itant vedle NaOH, silné kyseliny vedle slabé,
vicesytné kyseliny do nékolika stupiiti apod.

VSechny titrace se provadéji dvakrat. Prvni stanoveni ma orienta¢ni charakter, pfi druhé titraci
se peclivé sleduje oblast ekvivalentniho bodu. Nalezené spotieby se nesmi li§it o vice nez

.....

Alkalimetrie

Nejcastéji se pouziva titracni roztok NaOH (c = 0,1 mol/l), ktery se pfipravuje z vypocitané
navazky chemikalie nejvyssi analytické Cistoty (p.a.). Musi se vSak pocitat s tim, ze NaOH se
na vzduchu slucuje s vodou i s COz, proto se ptesna koncentrace zjistuje standardizaci. U déle
skladovanych roztokt se musi kontrola pravidelné opakovat.

Jako standard se pouziva kyselina $tavelova (COOH)> . 2 H>O. Kyselina $tavelova je
krystalicka latka, standardni roztok se ptipravi z vypocitané navazky. Vybér indikatoru se tfidi
prubéhem titraéni kiivky. VétSinou se vystaci s methylovou oranzi (pro silné kyseliny) a
fenolftaleinem (pro slabé kyseliny). Titruji se silné a slabé kyseliny a kysele reagujici soli.
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Komplexotvorné titrace

Podstatou téchto titratnich metod je tvorba nedisociovanych, ale ve vodé rozpustnych
komplexii kovovych kationtii s komplexotvornym c¢inidlem. K titracnim uceliim se vyuziva:

a) reakce kationtd s aminopolykarboxylovymi kyselinami (chelatometrie)
b) tvorby rtutnatych komplexnich soli (merkurimetrie)

V chelatometrii je titra¢ni ¢inidlo ligandem vznikajiciho komplexu. U merkurimetrie je
tomu obracené, titracni roztok poskytuje centralni kationt, ligandem je aniont vzorku.

Chelatometrie

Chelatometrickd titraéni cinidla se oznacuji jako chelatony (komplexony). Jsou to
aminopolykarboxylové kyseliny odvozené od kyseliny iminodioctové:

HOOC-CH2-NH-CH.-COOH
Konkrétné je to:

a) kyselina nitrilotrioctova (NTA) - Chelaton 1

HOOC—CH:
\N—CHZ—COOH
HOOC—CH:
b) kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA) - Chelaton 2
HOOC—CH; HC—COOH
N—CH,—CH,— N<
HOOC—CH, H.C—COOH

¢) disodna sul kyseliny ethylendiaminotetraoctové - Chelaton 3

NaOOC—GCH H;C—COONa
N—CH,—CH,—N_

HOOC—CH HC—COOH

Z komplexonli ma nejvétsi vyuziti Chelaton 3, protoze je z uvedenych sloucenin nejlépe
rozpustny. Pouziva se jako titracni ¢inidlo v chelatometrii, jako zmék¢ovadlo vody (vaze do
komplexu vapenaté a hofeCnaté ionty, které zpusobuji tvrdost vody), v mediciné jako
detoxikac¢ni ptipravek pfi otravach tézkymi kovy (Ié¢ivo EDTACAL), aj.
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Chelaton 3 (zkracuje se NazH2Y) ve vodé disociuje na iont H2Y?, ktery reaguje s vicemocnymi
kationty (Me?*, Me** nebo Me*") vzdy v poméru 1:1 a pfitom se uvoliiuji dva protony.

HoYZ + Me** — MeY? + 2H'

HYZ + Me¥* — MeY + 2H*

HYZ + Me®* — MeY + 2H'

Z uvedenych rovnic vyplyva, ze v komplexu je vazan vzdy jen jeden vicesytny kationt bez
ohledu na jeho iontovy naboj. Proto bude mit stechiometricky faktor vSech chelatometrickych
stanoveni hodnotu 1.

vvvvvv

jak ¢inidlo, tak vznikajici komplexy jsou bezbarvé. Pouzivaji se tzv. metalochromni indikatory,
které jsou vhodné vzdy pro urCitou skupinu kationtl. Jsou to vyrazné zbarvené slouceniny
(vesmes ze skupiny azobarviv a sulfoftaleini), které tvoii s kationty slou¢eniny barevné se lisici
od vlastniho volného indikatoru. Dilezité je, ze komplex [indikator - kov] je mén¢ staly nez
komplex [chelaton - kov]. Prakticky to znamena, ze na zacatku titrace je roztok zbarven
komplexem [indikator - kationt]. Na konci titrace piejde veskery kov do bezbarvého komplexu
[chelaton - kationt] a uvolnény indikator se projevi zménou barvy. Protoze zbarveni indikatoru
je zavislé na pH, musi se titrovat v pufrovaném prostiedi, aby se eliminoval vliv iontd H*
uvolnovanych v pribéhu titrace.

Chelaton 3 (disodna sil kyseliny ethylendiaminotetraoctové) existuje ve velmi Cistém stavu,
a proto neni nutné pro bézna stanoveni provadét standardizaci. Pro néktera specialni stanoveni
se pfipravuji standardni roztoky o znamé koncentraci, které obsahuji stejny kationt jako vzorek.
Titruje se pak paralelné se standardem, tzn. Ze vedle vzorku (nebo série vzorki) se vzdy provede
1 standardizacni titrace. Tento zplisob se voli zejména pfi titraci velmi zfedénym chelatonem
(napf. pfi stanoveni vapniku v séru). Pro bézna stanoveni se pfipravuje titracni roztok
0 koncentraci 0,050 mol/l rozpusténim pfesné navazky v redestilované vodé¢ a piechovava se
vV nadobach z plastu, aby se zabranilo nezddoucimu vyluhovani vapniku ze skla.

Z doporucovanych indikatord se nejcastéji titruje na murexid (v alkalickém prostiedi fialovy),
dale se pouziva eriochromova cerii T (v alkalickém prostedi modrd) a pyrokatechinova violet’
(v alkalickém prostiedi cervenofialova). Pro stanoveni vapniku se doporucuje fluorexon, ktery
je v siln¢ alkalickém prostiedi zbarven rizové, jeho komplex s vapenatymi kationty Zlutozelené
fluoreskuje. Vodné roztoky uvedenych indikatorii nejsou pfilis stalé, proto se radéji ptipravuji
pevné smési s NaCl v poméru 1:100.

Pouziti této titratni metody je Siroké. NejCastéji se stanovuji:

na murexid: Ni?*, Co?*, Cu?* aj.

na Erio T: Mg?*, Zn?*, Cd?*, Pb%*, Hg?* aj.

na pyrokatechinovou violet: Ni%*, Co?*, Mg?*, Bi** aj.
na fluorexon: Ca?*
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Optické metody

Optické metody patii mezi nejvyuzivangjsi analytické metody v biochemické laboratofi. Tyto
metody jsou zaloZeny na interakci elektromagnetického zafeni s hmotou. Podle toho, zda pti
interakci dochazi k vyméné energie mezi zkoumanym vzorkem a zafenim, délime optické
metody na spektralni a nespektralni.

Principem spektralnich metod je vyména energie mezi latkou a zafenim. Hmota ma schopnost
zateni charakteristickym zptsobem pohlcovat - energii piijimat (kolorimetrie, fotometrie nebo
spektrofotometrie, atomova absorp¢ni spektrometrie) nebo naopak vysilat (emisni spektralni
analyza, plamenova fotometrie).

U nespektralnich metod nedochdzi k vyméné energie, ale pouze ke zménam urcitych vlastnosti
zateni. Naptiklad mize dojit ke zmén¢ rychlosti zafeni (refraktometrie) nebo k otaceni roviny
polarizovaného svétla (polarimetrie).

Slovo optika pochazi z rec. optikés, coz znamenad "tykajici se videni", 0d éps znamenajici "0ko,
zrak™; opboiuo (opthalmos) = oko, zrak, zablesk

Vlastnosti elektromagnetického zareni

Elektromagnetické zdieni je pticné vinéni tvofené dvéma slozkami - elektrickou (vektor

intenzity elektrického pole E) a magnetickou (vektor magnetické indukce E) Obe¢ slozky jsou
neoddélitelné¢ spjaty a vytvareji jediné elektromagnetické pole. Tyto slozky jsou na sebe
navzajem kolmé a jsou kolmé na smér Siteni vinéni.

e

Podstatu elektromagnetického vinéni vylozil ve 2. poloviné 19. stoleti
James Clarc Maxwel (1831-1879, Skotsky matematik a fyzik). Z jeho
teorie elektromagnetického pole vyplyva, ze kolem castic s nabojem, které

4

se pohybuji se zrychlenim, existuje proménné elektrické pole vyvolavajici
zdroven promenné pole magnetické.
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Elektromagnetické zafeni ma dualni charakter. Lze jej povazovat za vInéni i1 proud ¢astic,
tzv. fotond.

Foton je kvantum energie elektromagnetického vinéni, jako ¢astice ma foton nulovou klidovou
hmotnost a pohybuje se vyhradné rychlosti svétla. Svétlo se ze zdroje Siti ve vinoplochéch,
které maji tvar soustfednych kulovych ploch. Ve vakuu se svétlo Siti rychlosti ¢ = 299 792 458
m.st (c = 3.108 m.st = 300 000 km.s?), coZ je maximalni rychlost jakou mohou hmotné
objekty dosahnout. V ostatnich prostiedich je rychlost svétla vZdy niZsi nez ve vakuu.

Elektromagnetické zafeni je charakterizovano vinovou délkou A, respektive fiekvenci f, ktera
urcuje jeho fyzikalni vlastnosti. Vlnovd délka A urcuje barvu svétla. Zdroj vyzaiujici svétlo
charakterizuje frekvence f. Frekvence se pfi prichodu svétla riznymi prostfedimi neméni.
Vztah mezi frekvenci a vinovou délkou udava rovnice:

kde ¢ ... rychlost svétla ve vakuu, 3.108 m.s?
A ... vinova délka [vétsinou v nm, 1 nm = 10°m]

Energie zéafeni je nepfimo imérna vinové délce svétla (4 = nejmensi vzdalenost dvou bodl

kmitajicich se stejnou fazi). Tzn. ¢im krat$i je vinova délka, tim vyssi je energie fotonu. Energie
fotonu je dana vztahem:

E="=hf [
kde h ... Planckova konstanta, 6,6252.10°* J.s
C ... rychlost svetla ve vakuu, 3.108 m.st
2 ... vinova délka [nm]
f ... frekvence [Hz = 5]

Dlouhé viny (pomalé kmity)

< Radiové viny
<
— Mikrovinné zafeni
P2 650-800 nm
< | Infratervené svétlo | 590-640 nm
— 550-580 nm
= 490-530 nm
460-480 nm
Ultrafialové svétio 440-450 nm
390430 nm
Paprsky X
Gamma zafeni

Krdtké viny (rychlé kmity)
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Podle vinové délky lze rozlisit nékolik druhl zéfeni - zéafeni vy, zafeni X, ultrafialové zafeni,
viditelné a infracervené zafeni, mikroviny a rddiové viny. Souhrn vSech elektromagnetickych
vIn uspotadanych podle stoupajici vinové délky se nazyva elektromagnetické spektrum (nckdy
zvané Maxwellova duha). Hranice mezi jednotlivymi druhy elektromagnetického zareni neni
ostra, prechody jsou plynulé nebo se oblasti jednotlivych druhti zéfeni i prekryvaji.

FREKVENCE [Hz]

1 T T I Ll T 1 T ‘;
10%3 10t° 10t 10t°
OPTICKA OBLAST

MIKROVLNY

— -

VIDITELNA OBLAST
I RENTGENOVE VLNY

v PAPRSKY

T
107 10° 10t

RADIOVE VLNY

:\l 1 T T 1 1 1 1 1 1 1 1 T T 1 1
10° 10% 10 10° 10? 102 103 10* 10° 10° 107 10®% 10° 10'°101t1072
VLNOVA DELKA [m]

Spektrum elektromagnetického zareni

Svétlo je cast elektromagnetického vinéni (elektromagnetického zdieni) vyvolavajici
v lidském oku stimulaci fotoreceptorti sitnice. Jedna se o frekvenci 8,0.10* Hz az 3,9.10%* Hz,
coz odpovida vinové délce svétla ve vakuu od 390 nm do 800 nm. Tento rozsah je viditelnym
svétlem pro Clovéka. Nekteré druhy zivoc¢icht vnimaji jiny rozsah, napft. véely jej maji posunuty
smérem ke krat§Sim vinovym délkam (ultrafialové zéfeni), naopak néktefi plazi vnimaji
I infraervené zafeni.

Absorpce a emise zareni, barevnost latek

V atomech a molekulach se elektrony pohybuji v orbitalech, jejichZ energie jsou kvantovany.
Existuji vSak 1 dal$i energetické kvantové stavy molekuly, tzv. excitované stavy. Atom nebo
molekula mize piijmout - absorbovat jen takovy foton, jehoz energie odpovida pfechodu mezi
pfitomnymi energetickymi hladinami. Pokud je latka v excitovaném stavu, miZe naopak foton
odpovidajici energie vyzafit - emitovat a navratit se do zakladniho stavu. Téchto principti
vyuzivaji spektralni optické metody.

Latky, které neabsorbuji zafeni ve viditelné oblasti, vnimame jako latky bezbarvé. Pokud latka
obsahuje valen¢ni elektron, ktery mize byt excitovan do vyssi energetické hladiny
elektromagnetickym zafenim a energeticky rozdil téchto hladin odpovida energii fotont vinové
délky ve viditelné ¢asti spektra, tato latka se jevi lidskému oku barevnd. Barva bude odpovidat
barvé doplitkové k barvé absorbovaného svétla, viz tabulka.
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Absorbovana vinova délka

[nm] Barva absorbovaného svétla Barva latky
400 — 435 fialova zlutozelena
435 - 480 modra zluta
480 - 490 zelenomodra oranzova
490 - 500 modrozelena cervena
500 - 560 zelena purpurova
560 - 580 zlutozelena fialova
580 - 595 zluta modra
595 - 650 oranzova zelenomodra
650 - 670 cervena modrozelena

Na zdklade chemické struktury lze barevnost predpokladat, jestlize ldtka obsahuje systém
systém ndsobnych vazeb (-CH=CH-CH=CH-), charakteristickou funkcni skupinu, napr.
azoskupinu (-N=N-), komplexni slouceniny s kovem jako centrdlnim atomem nebo slouceniny
obsahujici prechodny kov ve vysokém oxidacnim stupni. Toho vyuzivaji analytické metody
V lékarské chemii a biochemii, napr. pri pritkazu etanolu ve vydechovaném vzduchu lze vyuZit
zménu barvy pri redukci Cr®* na Cr3*. Biuretova reakce vyuziva tvorby barevnych komplexii
pri stanoveni bilkovin, atd.

Optické prostiedi oznacujeme podle toho, jak ovliviiuyje Sifeni svétla:

1) prithledné — v tomto optickém prostiedi nedochazi k rozptylu, u é&rého prochazeji
vSechny vlnové délky bez zeslabeni, u barevného prostiedi projde jen jeho urcita
vlnova délka, ostatni svétlo je pohlceno

2) prusvitné — zde se Cast prochazejiciho svétla rozptyluje, dochazi ke zméné jeho sméru
Sifeni (napf. matné sklo)

3) neprithledné — v tomto prostiedi je svétlo silné pohlcovano nebo dochazi k odrazu
(napf. pii dopadu na zrcadlo)

Pokud ma optické prostiedi ve vSech mistech stejné vlastnosti, jedna se o prosttedi homogenni,
jestliZe se jeho vlastnosti v riznych mistech lisi, jde o prostiedi nehomogenni.

Sifi-li se svétlo viemi sméry prostiedi stejnou rychlosti, jde o optické prostiedi izotropni.
U anizotropniho prostiedi je rychlost Sifeni svétla v riznych smérech riizna a jeho rychlost
Sifeni je tedy zavisla na sméru (napt. CaCOg).

Svétlo Sifici se ze zdroje miZe byt:

1) monochromatické — svétlo urcité frekvence nebo zké oblasti frekvence jedné urcité
barvy (lat. chromos = barva), tento druh svétla se v piirod¢ nevyskytuje, zdrojem mohou
byt napft. specialni lasery

2) sloZené — svétlo obsahujici vinéni o riznych vinovych délkach, bézné svétlo, jehoz
zdrojem je napf. Zarovka, Slunce nebo zafivky

3) bilé — cast slozeného svétla, kde jsou zastoupeny pouze slozky viditelného zareni
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Odraz a lom svétla nastavaji na rozhrani mezi dvéma opticky riznymi prostiedimi. Kazdé
rozhrani optickych prostfedi je charakterizovano indexem lomu.

Absolutni index lomu urcuje kolikrat pomaleji nez ve vakuu se v daném prostiedi svétlo Sifi
(index lomu vakua je 1, ostatni prostfedi maji tento index v&tsi).

Relativni index lomu udava pomér rychlosti Sifeni svétla ve dvou opticky rozdilnych
prostiedich.

(o4
Index lomu n: n =

v

kde  c...rychlost svétla ve vakuu (3.108 m.s'1, v prvnim prostiedi)
V ... rychlost svétla ve druhém prostiedi [m.s™]

Pro odraz a lom plati dva zakony:

1. Zakon odrazu:
Uhel odrazu &' se rovna tthlu dopadu_a a leZi v roviné dopadu.a = «’

2. Zdkon lomu (Snellitv zdkon):
Tento zakon udava vztah mezi uhlem dopadu ¢ a thlem lomu_g, ktery lezi v rovin¢ dopadu.
n,-sinff = ny-sina

sina n, g

Sinﬁ N nq (%]

kde a ... uhel dopadu
p ... thel lomu
V1 ... rychlost svétla v prvnim prostiedi
V2 ... rychlost svétla ve druhém prostiedi
N: ... index lomu svétla prvniho prostredi
N2 ... index lomu svétla druhého prostiedi

Odraz svétla Lom svétla Lom ke kolmici Lom od kolmice
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Protoze plati, ze absolutni index lomu je zavisly na vinové délce prochdzejiciho svétla, 1ze bilé
svétlo rozlozit lomem na jednotlivé barvy.

odchylka

if-\\* dervend

~ ™ Zlud
*  fialova

Index lomu roztoku je zavisly na jeho koncentraci. Toho vyuziva refraktometrie, ktera se diive
vyuzivala v klinické praxi ke stanoveni relativni hustoty moci nebo ke stanoveni celkové
bilkoviny v séru.

Interference

Pokud se prostifedim $ifi soucasné vice vinéni z riznych zdrojt, kazdé vinéni se chova podle
principu nezavislosti Siieni vinéni, tzn. kazdé z téchto vinéni se $iii tak, jako by v daném
prostiedi jiné neexistovalo. Vzhledem k tomuto principu dochazi v misté setkani vinéni k jejich
skladani a vznika sloZené vinéni. Tato vinéni se v urCitém bodé vzajemné zesiluji, zatimco
Vv jinych bodech se vzajemné rusi. Na tomto principu pracuji nejjednodussi monochromatory -
interferenéni filtry.

Difrakce (ohyb)

Difrakce je ohyb svétla na jakékoliv piekaZce o velikosti srovnatelné s vinovou délkou zafeni.
Tento jev miZeme sledovat, prochdzi-li svétlo $térbinou. Dochazi k ohybu svétla a to se
Castecné §ifi 1 za piekazkou, kam by se §ifit nemélo (svétlo se $ifi 1 do oblasti geometrického
stinu). Protoze hranice mezi svétlem a stinem neni ostra, vytvoii se ohybovy (difrakcni)
obrazec, coz je soustava nestejné Sirokych svétlych a tmavych pruhl. Na principu difrakce
pracuje rentgenova strukturni analyza, coz je metoda studujici prostorovou strukturu
makromolekul napt. enzymt nebo nukleovych kyselin. Roku 1959 byla analyzovana touto
metodou struktura hemoglobinu.
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Difrakce na bodové sterbiné Difrakce malé stérbiné

Ohyb svétla jako prvni pozoroval kolem roku 1660 Francesco Maria Grimaldi (italsky
matematik). Ten nechal do zatemnené mistnosti dopadat slunecni svétlo malym kruhovym
otvorem a do drahy tohoto svétla umistoval riizné predméty. Zjistil, Ze stiny jsou neostré a navic
ohranicené barevnymi prouzky.

Fotoelektricky jev

Na tomto principu pracuji detektory zafeni ve spektrofotometrech. Jedna se o fyzikalni jev,
tzv. fotoelektrickou emisi, kdy jsou v dusledku absorpce elektromagnetického zafeni z latky
(nejcastéji z kovu) uvolnény (emitovany) elektrony (fotoelektrony). Pokud tento jev probihd na
povrchu latek, vlivem vngj$iho elektromagnetického zateni se fotoelektrony uvoliiuji do okoli,
jedna se o fotoelektricky jev vnéjsi, a vyuziti tak nachazi v solarni energii. Tento jev vSak miiZe
probihat i uvnitf latky, uvolnéné elektrony potom latku neopoustéji, zlstavaji jako vodivostni
elektrony, potom hovotime o fotoelektrickém jevu vnitfnim, coz se uplatiluje
napf. U polovodicu.
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Absorpcni spektroskopie

Spektroskopie je rozsahly obor, ktery zkouma vlastnosti a pouziti optickych spekter. Podle
toho, zda zkouma vznik (emisi) nebo absorpci fotontl, rozdélujeme spektroskopii na emisni
a absorp¢ni. Podle povahy zkoumané latky lze spektroskopii rozdélit na atomovou
a molekulovou. Pfi téchto metodach se vyuziva zafeni v ultrafialové (UV), viditelné (VIS)
nebo infracervené (IR) oblasti spektra.

Spektroskopické metody patii mezi nejstarSi a dosud nejpouzivangjs$i nastroje analytické
chemie. Vyuzivaji se jak pro strukturni analyzu, tak pro stanoveni koncentrace latek.

Historie

Zaklady k pevnému zakotveni spektroskopie v chemii poloZili
Gustav R. Kirchhoff (vlevo) a Robert W. Bunsen (vpravo)
objevem metody emisni spektralni analyzy v roce 1859. Tuto
metodu pouzili k doplnéni periodického systému o dva nové
prvky alkalickych kovii — cesium (1860) a rubidium (1861).
Z nasich chemikii se s metodou spektralni analyzy seznamil
béhem rocniho pobytu v Bunsenové universitni laboratori
v Heidelbergu (1878-1879) Bohuslav Brauner (1855-1935),
ktery pak v letech 1881—1882 v laboratori Sira Henry Roscoe
v Manchestru metodou absorpcni spektroskopie identifikoval

v separovanych frakcich didymu (smési praseodymu
aneodymu do té doby povazované za jeden z prvkii teto
skupiny), dva nové prvky skupiny vzacnych zemin (1852).
Izolované frakce didymu, oznacil Brauner jako Dio a Dip.
Tento postup pozdéji reprodukoval Auer von Welsbach
a nazval tato chemicka individua praseodym a neodym (1885).

Absorpéni spektrometrii si miizeme znazornit nasledujicim obecnym schématem:

zdroj .
monochromator vzorek detektor
zafeni

Pti absorpci elektromagnetického zafeni (svétla) nastava interakce elektrické slozky zateni
s elektrickym polem molekuly, které je vytvafeno pohybujicimi se elektrony kolem
jednotlivych jader atomt. Elektrony se pohybuji v orbitalech, jejichZ energie jsou kvantovany.

cv v

Podminkou absorpce svételného zéieni je existence dalSich energetickych kvantovych stavii
molekuly, kterym fikdme excitované stavy. Jinymi slovy, absorbuje-li molekula svételné
zafeni, zaujmou elektrony vyssi energetické hladiny a dostanou se do excitovaného stavu
a molekula tak zméni sviij elektronovy stav. Pravdépodobnost pfechodu urcuje zaroven velikost
absorpce.
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Veli¢inu, kterd charakterizuje pravdépodobnost ptechodu, nazyvame molarni absorpcni
koeficient ¢. Tento koeficient charakterizuje strukturu slouceniny a nezavisi na koncentraci
latky. Zéavislost molarniho absorp¢niho koeficientu, resp. absorbance na vinové délce pouzitého
zateni nazyvame absorpcni spektrum. Absorpéni spektrum jedné latky se obvykle sklada z vice
nez jednoho pésu. Jednotlivé pasy odpovidaji uréitym ¢astem struktury molekuly. Pasy mohou
byt oddéleny nebo se mohou piekryvat.

A

Absorbce 453

chlorofyl b

chlorofyl a

642

1 1 1 1 >
400 500 600 700

Vlnova délka [nm]

Vsem absorpénim metodam je spoleény princip: méfime pomér intenzity zatreni, kterym vzorek
ozafujeme, a intenzity zafeni, které vzorkem proslo.

Zavadime veli¢inu transmitance T (propustnost) vztahem:

I

T=—
I 0

T ... transmitance

1 ... intenzita svétla, které proslo vzorkem

lo ... intenzita sveétla, které do vzorku vstoupilo

Krom¢ vlastnosti vzorku je intenzita zafeni dopadajiciho na detektor ovlivnéna i absorpci
a odrazem svétla na st€nach kyvety a v optice fotometru, prostiedim, v némz probiha méteni

4

atd. Proto se obvykle méfi transmitance relativné vzhledem ke slepému vzorku (blank,
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porovnavaci roztok), tj. roztoku obsahujicimu vSechny slozky vyjma stanovované latky.
V praxi se tedy nejprve zméfi intenzita svétla prochazejiciho slepym vzorkem, potom se za
stejnych podminek méfi intenzita svétla prochdzejiciho analyzovanym vzorkem.

detektor

I ly

vzorek

detektor

slepy vzorek
(BLANK)

Princip méreni absorpcnim spektrofotometrem

Transmitance je pak definovana vztahem

I,

T =—
I f

T ... transmitance

lv ... intenzita svetla, které proslo vzorkem

lb ... intenzita sveétla, které proslo slepym vzorkem

ME¢ti-1i se transmitance timto zpiisobem, neni tieba se zabyvat nespecifickymi ztratami intenzity
svétla. Intenzita svétla, které prochazi slepym vzorkem, se povazuje za 100 % (tj. transmitance
blanku je 100 %) a transmitance vzorkl absorbujicich svétlo dané vinové délky je vzdy mensi
nez 100 %.

Ve spektrofotometrii se Castéji neZ transmitance pouZziva k popisu absorpce zafeni veli¢ina
absorbance (A, ve starsi literatuie extinkce, E). Udava, kolik svétla bylo pohlceno métenym
vzorkem.
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Absorbanci miizeme definovat na zaklad¢ transmitance jako:
A=—-log T=log 1/T

A ... absorbance
T... transmitance tehoz vzorku za stejnych podminek

Z definice transmitance vyplyvaji pro absorbanci vztahy:

A:—lcrgT:—loin:lﬂgT
0

lo ... intenzita svetla vstupujiciho do vzorku
I ... intenzita svétla ze vzorku vystupujici

Z vyse uvedenych rovnic je zfejmé, ze nulovou absorbanci bude mit vzorek, ktery nepohlti
zadné svétlo (tj. blank). Absorbance, stejné€ jako transmitance, je bezrozmérna veli¢ina.

Pokud roztok absorbuje uréitou vinovou délku viditelného spektra (viz prostfedni sloupec
tabulky), jevi se nam tento roztok jako barevny. Ostatni vinové délky roztokem projdou, avsak
pozorované zbarveni roztoku je dano tzv. doplitkovou (komplementarni) barvou k barvé
pohlcené (viz sloupec vpravo).

vinova délka absorbovana ¢ast VIS komplve l?el,ltémi )
(nm) spektra B pfopustena b,arva
(= urcuje zbarveni roztoku)

400 - 430 fialova zluta
430 - 475 modra zlutooranzova
475 - 495 zelenomodra oranzova
495 - 505 modrozelena ¢ervenooranzova
505 - 555 zelena Cervena
555 - 575 Zlutozelena purpurova
575 - 600 zluta fialova
600 - 650 oranZova modra
650 - 700 ¢ervena zelena

Absorbance roztoku zalezi na:

o vlastnostech absorbujici latky

e ViInové délce prochazejiciho svétla

e nateploté

e natloust’ce kyvety

e mnozstvi absorbujici latky, tj. na jeji koncentraci v roztoku
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Pro vyuziti spektrofotometrie pro kvantitativni analyzu je kliCovy vztah mezi absorbanci
a koncentraci latky, ktery popisuje Lambert-Beeriv zdkon:

A=¢.c.|

& ... moldrni absorpéni koeficient [1. mol™ . cm™]
[ ... tloustka vrstvy [cm]
¢ ... latkova koncentrace absorbujici latky [mol/l]

Zakon plati pro monochromatické svétlo. Vyhodou je, Ze absorbance je pfimo umérna
koncentraci absorbujici latky. Moléarni absorp¢ni koeficient (€) je pro danou latku konstantou,
ktera zavisi na teplot¢ a predevsim na vlnové délce. Bézné se jeho hodnota nezjist'uje, nebot se
pracuje bud’ paralelné se standardem 0 znamé koncentraci, nebo se vyuziva tzv. kalibra¢nich
kiivek.

August Beer (1825-1863, nemecky fyzik, chemik a matematik, ktery se vénoval previazné
optice) poprvé matematicky formuloval zavislost transmitance na koncentraci. Za ptedpokladu
pouziti monochromatického svétla plati:

T = ID—E-I-C
T ... transmitance
¢ ... molarni absorpcni koeficient
[ ... opticka délka kyvety (tloustka vrstvy)
¢ ... latkova koncentrace absorbujici latky
Algebraickymi upravami mizeme ziskat vztahy:

logT = —€-1-¢ nebo —logT =€-1-¢

Posledni vztah se oznacuje jako Lambert-Beeritv zdakon.

) <

Johann Heinrich Lambert, 17281777, svycarsky matematik, fyzik, astronom a filozof.
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Stanoveni koncentrace

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace roztokl 1ze provadét v zdsad¢é dvojim zptisobem:
1. Metoda kalibraéni kiivky

Tato metoda se pouziva tehdy, nachazeji-li se koncentrace vzorka v SirSim koncentraénim
rozmezi. Piipravi se zakladni roztok, jehoz koncentrace je vétsi nez predpokladané koncentrace
vzorkll. Z n¢ho se vhodnym fedénim ziskaji kalibracni roztoky. Pii fedéni se pouziva bud’
metody pravidelného pfirtistku (napt. 1/10, 2/10, 3/10, ... pavodni koncentrace zékladniho
roztoku) nebo metody pomérné (napt. zfedéni 3:1, 2:3, 1:2, 1:3, 1:4, apod.). Kalibra¢ni roztoky
se zpracuji stejnym zptisobem jako vlastni vzorky a zjisti se jejich absorbance. Ziskané hodnoty
se vynesou do grafu. Na osu x se nanese koncentrace kalibracnich roztokl ve stejnych
jednotkach, jaké se pozaduji u vzorkl (nejcasteji v mol/l, mmol/l nebo g/1), na osu y se nanese
absorbance. Méritka na osach se zvoli tak, aby vysledna kalibra¢ni kfivka svirala s osou X tihel
ptiblizné 45°. Dale je praktické zvolit dilky na grafu ve vhodném poméru k nanasené veli¢iné
(napf. 1 cm na ose X odpovida koncentraci 10 mmol/l, 1 cm na ose y odpovida absorbanci 0,01

apod.).
2. Metoda paralelniho standardu

Tato metoda je vhodna v téch ptipadech, kde se koncentrace vzorkd pohybuji v urCitém,
pomérné¢ Uzkém rozmezi, coz je napi. bézné v klinické biochemii pfi analyze séra,
mozkomis$niho moku a dalSich télnich tekutin. V tomto pfipad¢ se pfipravi standard, jehoz
koncentrace obvykle odpovidd normalni hodnoté sledované slozky. Standard i vzorky se
zpracuji stejnym zplsobem a za stejnych podminek se zméti absorbance.

Pak plati:
Av =&.Cy. I
Ast=¢.Cs. |
A c
Odtud: =
Ast Cst
AV
C, = "Cyt
ASI
Spektrofotometr

Pro méfteni veliCin jako absorbance a transmitance se pouzivaji fotometry a spektrofotometry.
Jednodussi zatizeni, které méti pii jedné vinové délce nebo uzkém pasu vinovych délek (mozno

vvvvvv

piistroje, které umoznuji vinovou délku libovolné nastavit, se nazyvaji spektrofotometry.
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Principialné se fotometr i spektrofotometr skldda ze ¢ty casti:

1. zdroj svétla

monochromator

oddil, ve kterém je umistén vzorek
detektor

hown

Princip

Spektrofotometr se sklada ze zdroje bilého svétla, za kterym nésleduje monochromadtor
(naptiklad difrakéni (opticka) miizka), jehoz tkolem je rozlozit bilé svétlo na jednotlivé
slozky. Zateni 0 konkrétni vinové délce se vybira pomoci Stérbiny. Monochromatické svétlo
prochazi vzorkem (v kyvet¢) a dopada na detektor zafeni, ktery méfi jeho intenzitu.

zdroj svétla

I —’ detektor
opticka I il[
mrizka kyveta

Usporadani a funkce fotometru

Kyvety

VétSinou se pracuje s roztoky, které se plni do tzv. kyvet. Kyvety se v pfistroji umist'uji do
prostoru, ktery zajistuje jejich pfesnou polohu, muZe byt temperovan a nékdy obsahuje
I magnetickou michacku, pomoci niz lze po vlozeni michadélka do kyvety promichavat jeji
obsah béhem méfeni. U nékterych typl pristroji je mozné vlozit najednou nékolik kyvet, které
se pak automaticky vsunuji do optické drahy. Pfesnost stanoveni je ovlivnéna:

e vybérem vhodné kyvety - zvolena vinova délka musi lezet v pasmu, pro které je
kyveta urCena

e Cistotou kyvety - po naplnéni destilovanou vodou musi byt absorbance u vsech kyvet
stejnd; kyveta musi byt zvenci sucha

e homogenitou vzorku - vzorek musi byt dostate¢né promichany, uvnitf nesmi zistat
bublinky vzduchu (kapka stékajici po kyveté, bublinky, plovouct srazenina nebo
sedimentace vzorku se projevi obvykle neustale se meénici absorbanci)

e dostate¢nym naplnénim kyvety vzorkem — na kyveté byva ryska urcujici minimalni
vysku hladiny vzorku
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Me¢ti-li se vice vzorkli postupné v jedné kyveté, je tfeba pracovat tak, aby chyba zplisobena
zbytky ptedchoziho roztoku byla co nejmensi. Obvykle se kyveta mezi vzorky vyplachuje
destilovanou vodou a pak se co nejlépe vysusi. PresnéjSich vysledki dosahneme, pokud se
kyveta po vymyti jesté proplachne malym mnozstvim vzorku, ktery se vylije a pak teprve se
kyveta naplni potifebnym mnoZzstvim vzorku pro meéteni. Pokud se pracuje s nékolika
podobnymi roztoky, mize byt piesnéjsi kyvety mezi nimi neproplachovat destilovanou vodou.

Kyvety se vyrabi z riznych materialti a mohou mit rizné provedeni. Kyvety z optického skla
(zpravidla oznacované OG = optical glass, G = glass apod.) se hodi pro méteni ve viditelné
Casti spektra. Pro méfeni v UV oblasti je tfeba pouzit kyvet z kiemenného skla (Q = quartz,
uv).

Kyvety jsou viak relativné drahé — z optického skla stoji
radové stovky az tisice korun, cena bézné kyvety
Z kremenného skla se pohybuje kolem ctyr az peéti tisic
korun. Pritom je zivotnost kyvet omezend, navic jejich
udrzba je pomérné pracna. Z téchto ditvodii se pro bézna
meéreni pouzivaji jednordzové plastové kyvety, jejichz cena
byva jen nekolik korun, na druhou stranu s nimi lze
spolehliveé mérit s presnosti jen na dvé az tri desetinna mista
(coz je vak pro vétsinu aplikaci plné postacujici). Vétsinou
se vyrabéeji z polystyrenu (PS) — pro viditelnou cast spektra,
nebo z polymetylmetakrylitu (PMMA) — i pro cast UV
oblasti.

Standardni kyvety maji vnitini rozmér 1x1 cm a vySku 3 - 4 cm a plni se podle uspotradani
fotometru a vysky paprsku nad dnem kyvety. Casto se také pouZivaji kyvety se zizenym
prostorem, ve kterych je mozno méfit i mnohem mensi objemy vzorku (stovky aZ jednotky
mikrolitra).
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Plamenova fotometrie

Zastupcem emisnich spektralnich metod je plamenovad emisni spektrofotometrie, flame atomic
emission spectroscopy (FAES). Je jednou z metod pro méfeni koncentraci iontd sodiku,
drasliku, lithia, pfip. také vapniku a cesia v biologickych tekutinéch.
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Zakladni ¢asti optického emisniho spektrometru jsou:

e budici zdroj - dodava energii potfebnou pro vyvolani emise zafeni atomy vzorku
e monochromator
o detektor

Analytickym vystupem je emisni ¢arové spektrum, ve kterém poloha Cary charakterizuje
kvalitativni sloZeni vzorku a intenzita ¢ary charakterizuje mnozstvi vzorku.

Plamenova fotometrie se pouziva ke stanoveni obsahu prvkd ILA a IL.A skupiny periodické
tabulky, nebot’ energie potiebna k excitaci jejich valenénich elektronti neni tak vysoka jako u
jinych prvkil a postacuje k ni tedy teplota plamene. Nékteré alkalické kovy a kovy alkalickych
zemin charakteristicky zbarvuji plamen hotici smési vhodného paliva a okyslicovadla. Lithium
barvi plamen Ccervené, sodik , draslik fialové, vapnik cihlové cervené a cesium
modrofialové. Intenzita zbarveni plamene je pfimo timérna koncentraci iontti ve vzorku.

Vzorek se do plamene dopravuje ve formé aerosolu. Elektrony nejvyssi obsazené hladiny
ptitomnych prvka (valencéni elektrony) se teplem budiciho zdroje excituji a zaujmou na zlomek
sekundy vyssi energetickou hladinu. Pti navratu do ptivodnich drah, v chladnéjsi ¢asti plamene,
potom vyzafi (emituji) svétlo, jehoZ vinova délka je pro kazdy prvek charakteristicka. Emisni
spektra jsou carova a pocet Car je u vySe uvedenych prvkid nevelky. Hlavni emisni Cary
vyuzivané pro méeieni lezi ve viditelné oblasti spektra. Charakteristické carové spektrum vysila
prvek pouze tehdy, kdyZ je v plamenu pfitomen jako volny atom. Energie plamene musi rozrusit
chemické vazby a kation prvku musi piejit do stavu volného atomu. Mnozstvi atomi doty¢ného
prvku, tzv. stuperi atomizace, zavisi na teploté¢ plamene a na slozeni hofici smési. Pocet

excitovanych atomi piedstavuje vzdy pouze asi 10 % z celkového poctu pfitomnych atoma.
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Enzymologie

Obecné vlastnosti enzymii

Prakticky veskeré biologicky vyznamné chemické reakce jsou katalyzovany. Dosahuje se toho
pomoci specifickych biokatalyzatorG znamych jako enzymy. Enzymy jsou schopny zvysit
rychlost reakce, kterd probiha v té které buiice nebo tkani. Je tieba pfipomenout, Ze enzymy
neméni chemickou rovnovahu a rovnéz neméni celkovy energeticky pfijem nebo vydej
v pribéhu reakce. Enzymy zvysuji reakcni rychlost tim, Ze snizuji aktivacni energetickou
bariéru reakce.

Transitorni stav ‘ ‘ )
Energie transitorniho stavu

v nekatalyzované reakci

Aktivacni bariéra
nekatalyzovana reakce

Energie transitorniho stavu
v katalyzované reakci

Aktivacni bariéra
katalyzovana

Energie

reakce Energie reaktantu

Energie produktu

v

Pribéh reakce

Témeét vSechny zndmé enzymy jsou bilkoviny. Relativni molekulova hmotnost enzymi se
nachazi ve velmi Sirokém rozmezi. Napf. enzym ribonukledza je pomérné maly, jeho
molekulova hmotnost je ptfiblizné 13 700. Naproti tomu jeden z glykolytickych enzymt,
aldoldza, ma molekulovou hmotnost pfiblizn¢ 156 000. Je slozena ze ¢tyi podjednotek, kazda
o molekulové hmotnosti pfiblizné 40 000. Pyruvatdehydrogenaza, ktera katalyzuje preménu
pyruvatu na acetylkoenzym A, je multienzymovy komplex, v némz jsou jednotlivé komponenty
tak pevné propojeny, ze cely systém mize byt izolovdn zZ mnoha tkéani jakozto kompletni
funk¢ni jednotka. Tento komplex izolovany z prase¢iho myokardu ma molekulovou hmotnost
priblizné 1 x 10’. Obsahuje miniméln& 42 jednotlivych molekul, véetné n&kolika délezitych
kofaktori. Celd tato struktura pyruvatdehydrogenazového komplexu je nezbytnd pro
katalytickou funkci.
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Vedle proteinové ¢asti mnohé enzymy vyzaduji pro svoji katalytickou funkci téz neproteinovou
slozku. Tyto pfidatné ¢asti jsou nazyvany ruzné, a to prosthetické skupiny, kofaktory nebo
koenzymy. Terminem prostheticka skupina se oznacuje ta ¢ast molekuly enzymu, ktera neni
tvofena aminokyselinami a ktera poskytuje specifickou vlastnost. Tyto prosthetické skupiny
mohou byt pfipojeny k bilkovinné casti bud’ kovalentné¢ (hem v cytochromech) nebo
nekovalentné (hem v hemoglobinu). Termin kofaktor je také pomérné Siroce definovan. Malé
organické molekuly, jako tfeba fosfolipidy, jsou n¢kdy zcela podstatné pro udrzeni spravné
prostorové konformace proteinové ¢asti enzymu, ktera je potfebna pro katalyticky uc€inek, aniz
by se prislusny fosfolipid na katalyze sam podilel. Nékteré enzymy vyzaduji jako kofaktor
kationt (napf. hote¢naty) nebo méné ¢asto aniont (napt. chloridovy). Enzymy, vyzadujici pro
svoji funkci ptitomnost kovového iontu v proteinové struktufe, ozna¢ujeme jako metaloenzymy
(napt. karbonatdehydrataza obsahuje v kazdé molekule atom zinku). Termin koenzym se
pouziva pro fadu organickych molekul, nezbytnych pro aktivitu nékterych enzymt, které byvaji
velmi Casto derivaty riiznych vitamini. Koenzym byva obvykle pevné piipojen k proteinové
Casti ptislusného enzymu, takze pfi pokusu jej izolovat, dochazi pomérné ¢asto k denaturaci
vlastniho enzymu. V nékterych ptipadech je koenzym vazén tak slabé, Ze se d4 separovat od
proteinové ¢asti enzymu pouhou dialyzou. Koenzymy se vzdy podileji na katalytické reakeci.
Kompletni funkéni enzym, zahrnujici jak proteinovou ¢ast enzymu, tak vSechny dalsi ptidavné
slozky jakéhokoli druhu, se nazyva holoenzym. Naopak pouze proteinova Cast bez dalSich
kofaktort je nazyvana apoenzym.

Pravdépodobné nejnapadnéjsi vlastnosti enzymda je jejich specifita, ktera ovSem nemusi byt
vzdy absolutni. Uredza nebo kataldza jsou ptiklady enzymu s absolutni specifitou vi¢i svym
substratiim, na druhé strané napi. chymotrypsin vykazuje ponc¢kud nizsi specifitu, kdyz $tépi
peptidové vazby, na nichz se podileji aromatické aminokyseliny.

Enzymy ziskané izolaci ze svych pfirozenych zdrojii se mohou pouzit in vitro k detailnimu
studiu reakci, které katalyzuji. Vzhledem k tomu, Ze struktura proteinu uréuje jeho enzymovou
aktivitu, pak cokoliv, co narusuje proteinovou strukturu, vede ke zménam enzymové aktivity.
Neni proto piekvapenim, Ze reak¢ni rychlost se miiZze vyrazné ménit v disledku zmén reakéniho
prostiedi (pH, teplota, iontové slozeni).

Denaturace proteinu, coz je vlastn¢ vznik ndhodného prostorového uspotradani, mize byt
vyvolana riznymi zptsoby. Vyvola ji jednak teplo, jednak chemikalie, které rusi vodikové
mustky v proteinové strukture, jako tfeba mocovina ve vysoké koncentraci, detergenty jako
napft. dodecylsulfat sodny, nebo thiolové (sulthydrylové) reagencie jako napi. merkaptoethanol.
Enzymy c¢asto vykazuji velkou tepelnou citlivost. Jestlize se zahieji na teplotu nad 50°C, pak
vétSina enzymtl, 1 kdyZ ne vSechny (napf. enzymy termofilnich bakterii), denaturuji. Denaturace
vysokou teplotou je zpravidla ireversibilni.

Obecné se vzristajici teplotou vzrista rychlost chemické reakce (vzestup teploty o 10°C zvysi
rychlost pfiblizn€ na dvojnasobek). U enzymovych reakcei toto ale plati pouze do okamziku
denaturace vedouci ke snizovani rychlosti reakce. VéEtSina enzyml vykazuje urCité teplotni
optimum, pfi némz je aktivita maximalni. Zmény aktivity nad a pod teplotni optimum nemusi
mit vZzdy symetricky charakter.
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Optimalni teplota

/

Aktivita roste
zvysovanim teploty
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Enzymovad aktivita

Teplota (°C)

Enzymova aktivita ma rovnéz uzky vztah k mife ionizace vlastni struktury, ptredevsim jeji
proteinové €asti, nebot polypeptidoveé fetézce obsahuji funkéni skupiny, jejichz stupeii ionizace
z4&visi na prevazujicim pH prostiedi. Tak jako plati pro proteiny obecné, maji i enzymy svij
izoelektricky bod, pfi némz je jejich souhrnny naboj nulovy. pH tohoto izeelektrického bodu
(p!) prakticky nikdy neni totozné s hodnotou pH, pfi niz enzym vykazuje maximalni aktivitu.
Optimdlni pH enzymil miZe byt znacné rozdilné. Pepsin, ktery existuje v kyselém prostiedi
zalude¢ni $tavy, ma optimalni pH 1,5, na druhé strané arginaza, kterd §tépi aminokyselinu
arginin, ma pH optimum 9,7. AvSak vétSina enzymit mé své pH optimum mezi hodnotami 4 a
8. Neékteré enzymy vykazuji Sir$i toleranci, pokud jde o pH prostredi, jiné funguji pouze
v uzkém rozmezi pH. Jestlize je enzym vystaven extrémnim hodnotdm pH, je zpravidla
denaturovan. Znacna citlivost fady enzymut ke zménam pH je jednim z divodu, pro¢ musi byt
pH vnitiniho prostredi organismu tak peclivé regulovano a pro¢ jeho zmény mohou mit tak
zavazné dusledky.

Optimalni pH

/

Enzymovd aktivita

pH
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Enzymy se od ostatnich proteina lisi hlavné tim, ze obsahuji tzv. aktivni katalytické centrum.
Toto aktivni centrum je tvofeno relativné malym poctem aminokyselinovych zbytkd, a to
takovymi, které nenasleduji bezprostiedné za sebou z hlediska primarni struktury proteinu.
Nicméné tyto aminokyseliny spolu vzajemné reaguji takovym zplsobem, ze umoZznuji
katalyzovanou reakci. S ohledem na slozity a v podstaté individualni zptsob, jakym jsou
peptidové fetézce prostorové usporadany, mohou se takové aminokyseliny, které jsou
Z hlediska primarni struktury zna¢n¢ vzdalené, podilet na funkci aktivniho centra. Na druhé
stran¢ to ale zaroven znamena, Ze nevelkd strukturni zména muze zpusobit ztratu potfebného
kontaktu aminokyselin tvoficich aktivni centrum. To je dlivodem toho, ze n¢kdy i mirné vlivy
mohou zptisobit denaturaci enzymu.

Nekteré enzymy, predevSim ty, které maji mohutny nevratny ucinek (napt. proteolytické
enzymy traviciho traktu, enzymy kaskady srdzeni krve, ...) jsou syntetizovany v podobé
neaktivnich prekurzori, zvanych proenzymy nebo téz zymogeny. Typicky aktivacni
mechanismus je vystépeni peptidového fragmentu s naslednou zménou konformace, pfi niz se
vytvoii aktivni centrum.

U mnoha biologickych druht, ¢lovéka nevyjimaje, byly izolovany z téze nebo z riiznych tkani
rizné molekularni formy enzymt, zvané izoenzymy. Izoenzymy jsou enzymy katalyzujici
stejnou reaketi, ale lisici se primarni strukturou. Krome toho se ¢asto lisi i afinitou k substratiim,
koenzymtm nebo inhibitorim. Laktatdehydrogenaza (LDH) a malatdehydrogenaza jsou
ptiklady detailné studovanych izoenzymti. LDH je sloZena ze ¢tyi podjednotek. Dva typy
podjednotek, které se li§i svym aminokyselinovym sloZenim a sekvenci, se mohou kombinovat
peti moznymi zpusoby. Jestlize jeden typ podjednotky oznac¢ime M -jedna se o hlavni typ,
ptitomny ve svalech (muscle) a v jatrech, a druhy typ ozna¢ime H — hlavni forma pfitomna
Vv srdecnim svalu (heart), pak mozné tetramery budou mit slozeni M4, M3sH, M2H2, MHz a Ha.
Tyto frakce 1ze odd¢lit elektroforézou. U €loveka se 1i8i obsah jednotlivych izoenzymi Vv jatrech
a srdci, ¢ehoz se diive vyuzivalo v diferencialni diagnostice pfi onemocnéni téchto organd.

Jednotkou enzymové aktivity je katal (kat), ktery je definovan jako pocet molit substrdatu
pireménénych enzymem za jednu sekundu. Pro vyjadieni koncentrace enzymu
v analyzovanych télnich tekutinach (sérum, mozkomi$ni mok, mo¢, ...) se pouziva kat/l
(mkat/l, ukat/l, nkat/l). Pi stanoveni aktivity zpravidla méfime ubytek substratu nebo piirtistek
produktu. Je mozné také métit zmeény koenzymu, tedy cokoliv, co je vyhodné z laboratorniho
hlediska. Osvédcuji se rizné syntetické substraty poskytujici barevné produkty, nebo i nasledné
reakce zalozené na vlastnostech vedlejsich produkt enzymové reakce.
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Kinetika enzymové reakce

Jiz dtive bylo feceno, Ze enzymy urychluji chemické reakce svym katalytickym plisobenim.
Podivejme se proto na nckteré kvantitativni aspekty enzymové reakéni kinetiky. Analyza
enzymové reakce zavisi vétSinou na stanoveni reakcénich Cast. Jestlize budeme stanovovat
pocatecni reakeéni rychlost (tj. rychlost méfenou v dobé, kdy je koncentrace produktu jeste stale
blizka nule) v zavislosti na koncentraci substratu, pak ziskame vztahy zobrazené na
nasledujicim obrazku.
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Kfivka spojujici jednotlivé naméfené body bude hyperbola a bude se asymptoticky blizit urcité
maximalni hodnoté reakéni rychlosti, oznacené jako Vmax. Jednd se o maximalni inicidlni

s

rychlost, kterou 1ze dosahnout, aniz se zvysi mnozstvi enzymu.

Hyperbolicky charakter kiivky ovSem ponékud ztézuje jeji praktické vyuziti. Jestlize se vSak
pouziji prevracené (reciproke) hodnoty obou veli€in, pak se sledovana funkce zméni na linearni
(grafem je ptimka). Systém zobrazeni reakéni rychlosti v zavislosti na koncentraci substratu
pomoci dvojich reciprokych hodnot se oznacuje podle autorti jako Lineweaveriv-Burklv graf.

Jestlize pouzijeme standardni oznaceni pro molarni koncentrace (naptf. [S] = molarni
koncentrace substratu) a nékolik pfedpokladi pro experimentalni situaci, ziskdme uzitecné
rovnice popisujici enzymovou kinetiku.

Ptedpokladejme, Ze pro systém plati:

1. Systém zahrnuje pouze jediny substrat S.

2. Systém je ve stavu dynamické rovnovahy, tj. [ES] je konstantni a volny
enzym E je v rovnovaze s komplexem enzym-substrat ES.

3. Pro molarni koncentrace enzymu a substratu plati: [E] < [S]

4. Pocitame s pocate¢ni rychlosti, tj. zatim neni vytvofen téméef zadny
produkt P, plati: [S] >> [P], [P] je zanedbatelna.
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Reakéni mechanismus takovéto jednosubstratové reakce Ize zapsat:

E+S <+_l> ES = E+P

2 ky
kde ki, k2, k3 a ks jsou piislusné reakéni konstanty.

Ve stavu dynamické rovnovahy je koncentrace komplexu ES konstantni, tzn. ze rychlost vzniku
tohoto komplexu je stejnd jako rychlost jeho rozpadu. Za téchto podminek mizeme odvodit
reak¢ni rovnici:

ki[E][S] + k4[E][P] = ka[ES]+ k3[ES]
rychlost vzniku rychlost rozpadu

ProtoZe tato analyza se omezuje na pocate¢ni reak¢ni rychlost, kdy [P] je zanedbatelna a [S] je
prakticky konstantni, lze ¢len obsahujici [P] vypustit a ¢leny obsahujici [ES] spojit, takze
dostaneme nasledujici vztah:

ki[E][S] = (ky+ k3)[ES] nebo
[E][S] kot ks
[ES] = k, M

Vyraz tvofeny reakénimi konstantami lze nahradit jedinou konstantou Kwm, znamou jako
Michaelisova konstanta.

Je-li vreakénim mechanismu, ktery je tvofen sledem nékolika reakci néktera vyrazné
pomalejsi, pak rychlost této reakce urcuje vyslednou rychlost celého reakéniho mechanismu.
Zde je rozhodujicim krokem vznik produktu. Pro métenou pocatecni reakéni rychlost plati:

v = k3 [ES]

Pfitomny enzym je bud’ volny, nebo vazany v komplexu se substratem. Pro méfeni je pfistupna
pouze celkova koncentrace enzymu [E]o.

[Elo = [E] + [ES]

Plati tedy:
([E]o — [ESDIST _ kot ks
= = KM
[ES] ky
[E]o[S]
ES) = g, o
ot 1S]
1
Me¢étena pocatecni rychlost je pak nasledujici funkci:
o= 1. —1ELlS]
= ky —————
k, ]-: ks + 5]
1

Maximdlni pocatecni rychlost V,,,, mize byt dosazena pouze tehdy, je-li veskery pfitomny
enzym ve form¢ aktivniho komplexu ES:

Vinax = k3 [E]O
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Pro danou koncentraci enzymu je maximalni rychlost konstanta.

S vyuzitim vyse uvedenych konstant mizeme odvodit kone¢nou formu rovnice Michaelise-
Mentenové.

Vmax [S]

" T K + 5]

Vyznam hodnoty Kwm je z rovnice patrny. Jestlize se rovna koncentraci substratu (K, = [S]),

1 . y .
pak v = > Vinax- Tento vztah je vlastng definici Km:

Michaelisova konstanta je takova koncentrace substrdtu, pii niZ je pocdatecni rychlost reakce
rovna poloviné Vmax. Ob¢ hodnoty, Km a [S] jsou vyjadieny v tychz jednotkach, tj. v mol/I.

Z rovnice také vyplyva, ze jestlize [S] je vyrazné vyssi nez Km, pak Km muzeme zanedbat.
V tomto piipad¢ plati:

V= Vnax = ks [E]O

Na druhé strang, je-li [S] zanedbatelné nizké ve srovnani s Kwm, plati:

— Vmax [S]
Ku

Tyto vztahy je tfeba respektovat v jakékoliv laboratorni préaci. Pii stanoveni koncentrace
n¢kterého enzymu v krvi nebo jiném materidlu je nezbytné zajistit dostatecné mnozstvi
substratu, aby byl pfisluSny enzym substratem pln¢ saturovan, tj. aby se vytvofil v plné mife
komplex enzym-substrat (rychlost reakce je v tomto piipadé zavisla pouze na koncentraci
enzymu, na koncentraci substratu nezavisi). Na druhé strané, jestlize méfime pomoci
enzymatické reakce koncentraci substratu, je tfeba vytvofit relativni nadbytek enzymu, aby
reak¢ni rychlost byla funkei koncentrace substratu.

Vyznam Kwm pii posuzovani urcité metabolické situace vyplyva zjeji definice jakozto
koncentrace substratu, pti niz je poc¢ate¢ni rychlost polovinou rychlostniho maxima. Z toho Ize
odvodit dilezité zavery:

1.

2.

Koncentrace substratu muize hrat dilezitou roli v fizeni rychlosti enzymatické reakce
pouze tehdy, je-li piiblizné srovnatelna s hodnotou K.

Jestlize enzym ptisobi na dva rtizné substraty, z nichz kazdy je charakterizovan svymi
hodnotami Kv a Vmax, pak rychlosti jednotlivych pfemén mohou byt vypoclteny
z rovnice Michaelise-Mentenové. Predpoklada to ovSem, ze koncentrace jednotlivych
substratl in vivo jsou znamy. Jestlize koncentrace nékterého substratu in vivo je vyrazné
niZ8i neZ ptislusnad Kwm, pak tento substrat nebude signifikantné pfeménovan na prislusny
produkt. Piikladem takové situace je alkoholdehydrogendza, kterd ,,preferuje* ethanol
pfed jinymi alkoholy.

Jestlize substrat mize byt pfeménén dvéma rliznymi enzymy na rizné produkty, pak
enzym s niz§i Km pfeméni vétsinu substratu na sviyj specificky produkt. Z toho vyplyva,
ze fyziologicky vyznam (dulezitost) jednotlivych enzymi Ize posoudit z hodnot Kv a
Vmax a Z koncentrace ptislusného substratu in vivo.
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Inhibice a regulace enzymovych reakei

Enzymy mohou byt inhibovany specifickymi molekulami nebo ionty. Pfi ireverzibilni inhibici
je inhibitor poutan kovalentné k enzymu nebo je jinak pfipojen tak pevné, ze disociace
inhibitoru od enzymu je velice nizka. Reverzibilni inhibice naproti tomu je charakterizovana
skute¢nou rovnovahou mezi volnym enzymem a inhibitorem a komplexem enzym-inhibitor.
Kompeti¢ni inhibitory brani substratu ve vazb¢ na aktivni centrum. Snizuji reakéni rychlost tim,
ze snizuji poc€et molekul enzymu, které vazi substrat. Nekompeti¢ni inhibitory naopak snizuji
Cislo pfemény. RozliSeni obou typl inhibice je mozné zjiSténim, zda inhibice miZze byt
potlac¢ena zvysenou koncentraci substratu, coz je typické pro kompeti¢ni inhibici.

In vivo je aktivita mnohych enzymi regulovana. V tomto sméru jsou dulezité tzv. allosterické
interakce, coz jsou interakce mezi prostorové odliSnymi misty enzyma. V enzymovych
regulacich se velmi Casto setkavame s jevem, pii némz je enzym katalyzujici prvni reakci urcité
syntetické drahy inhibovan koncovym produktem této drahy (= inhibice zpétnou vazbou).
Enzymy jsou mnohdy fizeny také regulacnimi proteiny typu kalmodulinu, ktery svoji
konformaci reflektuje hladinu vapenatych iont. Dllezitym nastrojem regulace enzymt byva
také kovalentni modifikace prostiednictvi fosforylace serinovych, tyrosinovych nebo
threoninovych zbytkd ve struktufe enzymu. Nejmohutnéjsi regulaéni mechanismus je patrné
spojen s tvorbou inaktivnich prekurzoru, které se proteolytickym $t€penim méni na aktivni
enzymy — tzv. proteolyticka aktivace.

Podstatou enzymové katalyzy je zpravidla selektivni stabilizace aktivovaného meziproduktu,
ktery je enzymem vazan pevnéji nezli plivodni substrat. Proto jsou nejucinnéjSimi inhibitory
enzymil prave strukturni analogy aktivovanych meziprodukti. To se vztahuje i na imunogeny,
nebot’ interakce antigenu s protilatkou siln€ pfipomind reakci enzym-substrat a nejlepsi
producenty protilatek jsou imunogeny (antigeny), které imituji aktivovany meziprodukt.

Driive uvedeny Lineweavertiv-Burkiv graf ma jesté jedno dulezité vyuziti, a to posouzeni
charakteru eventualni inhibice enzymu. Ma-li probéhnout katalyzovana reakce, musime
predpokladat urcitou strukturni korelaci mezi povrchem substratu na jedné stran¢ a vnitinim
povrchem aktivniho centra enzymu na strané druhé. Cokoliv, co méni tyto struktury nebo brani
jejich vzajemné interakci, inhibuje nebo tplné blokuje enzymovou katalyzu. Metabolity, 1éky
nebo toxické latky mohou inhibovat mnohé enzymy do té miry, Ze se katalytickd reakce
zpomali, nebo dokonce zastavi. Inhibitory klasifikujeme podle toho, jak reaguji s enzymem:

Kompeti¢ni (kompetitivni) inhibitory se vazi reverzibilné na enzym a v podstaté konkuruji
substratu ve vazbé¢ na aktivni centrum enzymu. JestliZze je inhibitor vazdn na enzym, substrat
nemiize tvofit s enzymem aktivni komplex ES, a tudiz méné molekul enzymu je k dispozici pro
katalytickou reakci. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o kompeti¢ni vztah mezi substratem a
inhibitorem, dostate¢né vysoka koncentrace substratu muze inhibici eliminovat, takze Vmax
bude mit stejnou hodnotu jako v reakci bez inhibitoru. Bude-li v§ak koncentrace substratu
srovnatelna s koncentraci inhibitoru, hodnota Km bude pochopitelné zvysena.
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Kompeticni inhibice podle Lineweaverova-Burkova grafu:
A — normalni neinhibovana reakce
B a C — dvé riizné koncentrace inhibitoru (B <C)

v 1 C
______ v B
A
1
0 Ky Kuc [S] 1 1
Ky [S]

Nekompeti¢ni (nekompetitivni) inhibitory se vazi jak na volny enzym, tak na komplex enzym-
substrat. V tomto piipad¢ je hodnota Vmax sniZzena, aniz se zméni Km pro doty¢ny substrat. Ani
extrémné vysoka koncentrace substratu nemuze zcela vyloucit inhibi¢ni efekt.

Nekompeticni inhibice podle Lineweaverova-Burkova grafu:
A — normalni neinhibovana reakce
B a C — dve riizné koncentrace inhibitoru (B <C)

v 1 C
................................................................. v B
P—— A
Vmax /’/
B /A
//
C
1
Vinax
5] 1 0 1
Ku [S]
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Neékteré enzymy se vSak nechovaji zcela podle modelu Michaelise-Mentenové. Existuje
vyznamna skupina enzymi, jejichz aktivita je v podstaté fizena jinymi molekulami, které se
vazi na specifickd mista enzymu, av§ak vzdy na mista odlisna od aktivniho katalytického centra.
Tyto molekuly, nazyvané efektory, vSak ovliviuji kvalitu vazby substratu na aktivni centrum,
respektive ovliviuji kvalitu aktivniho centra jako takového. Tyto enzymy jsou znamy pod
jménem allosterické enzymy. Nékteré allosterické enzymy jsou slozeny z vice podjednotek
s identickou nebo podobnou strukturou. Jejich kvarterni struktura a celkova konformace je pak
ovlivilovana zminénymi efektory. Tyto enzymy tudiz vykazuji jedno nebo vice aktivnich
katalytickych center, kterd vazi substrat, a vedle toho ovSem jedno nebo vice regulacnich
center, které vazi efektory. V nékterych pripadech jsou regulacni a katalytické centrum na
riznych podjednotkach enzymu, jindy nachdzime ob¢€ centra na téZze podjednotce. Zcela
charakteristické pro vSechny allosterické enzymy ovSem je to, Ze grafické zndzornéni zavislosti
pocatecni reakéni rychlosti na koncentraci substratu ma vzdy tvar esovity (sigmoidalni) a
nikoliv hyperbolicky. Tvar této kiivky je rovnéz silné¢ zavisly na pfitomnosti a koncentraci
pozitivn¢ nebo negativné pisobicich efektort. Zmény vyvolané typem a mnozstvim efektoru
siln¢ pfipominaji zmény hodnot Km u klasickych enzymu. S jistou toleranci mtizeme tedy fici,
ze efektory allosterickych enzymt méni ,,hodnotu Km* pro ur€ity substrat. Znamena to, ze
allostericky enzym ma rGznou aktivitu za riznych metabolickych okolnosti, které jsou
signalizovany ménicimi se koncentracemi efektorti. Jedna se tedy o vysoce kvalitni typ regulace
enzymové aktivity.

Ve velmi obecné podobé 1ze alosterickou kinetiku vyjadfit nasledujici rovnici:

v = Vimax [S ]n
K+ [S]"

kde n je koeficient charakterizujici aktivni centrum, K pfedstavuje miru afinity substratu
k enzymu (ostatni symboly jsou standardni).

Allosterické enzymy slozené z vice podjednotek Casto vykazuji keoperativni efekt. Navazani
prvni molekuly substratu na enzym ovlivni konformaci ostatnich aktivnich center a zméni
afinitu enzymu k dalsim molekulam substratu. Proto v ur¢ité oblasti koncentraci substratu
minimalni zména koncentrace substratu zptisobi vyraznou zménu rychlosti reakce, mnohem
vetsi v porovnani s klasickym enzymem. Tento efekt zarucuje udrzovani hladiny substratu
V ur¢itém rozmezi.

v v
Vmax Vmax — /// =
/
//
Vinax + ¥ a
2 [
/
0 Ky [S] 0 [S]
Kinetika Michaelise-Mentenové Allostericka kinetika
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Katalaza a reaktivni formy Kkysliku

Kataldza erytrocytii je vedle glutathionperoxidazy soucasti systému, ktery odbourava
nezadouci reaktivni formy kysliku, respektive jejich produkty.

Molekularni kyslik, ktery je transportovan v erytrocytech do vSech tkani, je ve své podstaté
biradikal obsahujici dva nesparované elektrony. Ty jsou charakterizovany stejnym spinovym
kvantovym c¢islem, tj. maji paralelni spin. Elektrony, které s nimi eventudln¢ reaguji, musi
respektovat pravidla formovani elektronovych pari, coz prakticky znamena urcité restrikce ve
vybéru reagujicich elektronti i v prubéhu reakci. Vyhodou téchto skutecnosti je fakt, ze
reaktivita molekularniho kysliku je podstatné nizsi, nez bychom oc¢ekévali pro volny radikal,
takze se kyslik udrzi ve své molekularni formé v atmosféte, ve vod¢, 1 v biologickych
systétmech a mulze plnit pfesné tu roli v pfirod¢, kterd je mu piisouzena. Nevyhodnym
dasledkem téchto okolnosti je na druhé stran¢ tendence kysliku reagovat pouze s jednim
elektronem v dany moment. Tato tendence k jednoelektronovym redukcim je divodem vzniku
reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species — ROS).

Volné radikaly mohou byt definovany jako molekuly, atomy ¢i ionty, schopné samostatné
existence majici alespont jeden volny nepdrovy elektron ve valencni sféfe. Volné radikaly
vznikaji tfemi rdznymi zplsoby:

1) homolytickym S$tépenim kovalentni vazby na dvé Castice, z nichz kazda ma jeden
elektron, toto Sté€peni vyzaduje piili§ energie, a proto Vv biologickych systémech
prakticky nepfichazi v tivahu

2) redukci, tzn. ptidanim jednoho elektronu

3) oxidaci, tzn. ztratou jednoho elektronu

Reakce volnych radikalii casto probiha formou fetézové reakce. Volny radikal se totiz
stabilizuje vytrZzenim elektronu z nejbliz§i molekuly, ze které se tak stava radikal. Tim dochazi
k propagaci radikalové reakce. Proces je ukonen az reakci dvou radikali. Touto oxidaci miize
byt postizena kterakoli biomolekula.

Ke vzniku volnych radikalt v organismu pfispivaji nejen exogenni vlivy, jako UV nebo X
zafeni, koufeni ¢i intoxikace, ale také je vznik volnych radikali béZnou soucasti metabolismu.
Jednim z procest, kde dochazi v bunce ke vzniku velkého mnozstvi volnych radikald, je
dychaci fetézec v mitochondriich.

Volné radikaly ale nelze vnimat pouze jako zdroj poskozeni biomolekul, bunéénych struktur,
bunék a celych tkani. Volné radikaly plni 1 fadu dalezitych fyziologickych funkei. Napiiklad
fagocyty vyuZzivaji volné radikaly k zabijeni mikroorganismi (jsou vybaveny enzymy NADPH
oxidazou, kterd produkuje superoxid, a myeloperoxidazou, katalyzujici syntézu kyseliny
chlorné). Déale mohou plnit signalni funkci, napf. oxid dusnaty, ktery plsobi jako lokalni
mediator. Nebo se uplatiluji pii biosyntézach (napf. cyklooxygenazou produkovany
superoxidovy radikdl pfi biosyntéze prostaglandin, hydroxylace za katalyzy
monooxygenazami).
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Produktem jednoelektronové redukce kyslikové molekuly je superoxidovy radikal (anion)
O, ktery ma schopnost pfijimat proton a tvofit pak hydroperoxylovy radikdal HO-*. pK této
disociacni reakce je asi 4,8, takze pfi fyziologickém pH je v naprosté vétSin€ pritomen pouze
superoxidovy anion.

HOy «—— H° + O

Experimentalné¢ generovany superoxidovy anion zpusobuje usmrceni nebo inaktivaci bakterii
a jinych bun¢k, stimuluje peroxidaci lipida, poskozuje DNA, sacharidy i proteiny. Chemické
vlastnosti superoxidového aniontu vSak naznacuji, ze ve vodném roztoku je jen slabym
oxidantem a spiSe mohutnym reduktantem, coz je v rozporu s pozorovanou biologickou
toxicitou. VétSina toxickych efektti tedy musi byt disledkem jiné struktury nez superoxidového
iontu. Hydroperoxylovy radikal je siln€j$Sim oxidantem a muze proto z¢asti sehrat takovou roli
V mistech s kyselym pH nebo v nitru membranovych struktur. Nicméné vétsi cast biologické
toxicity tim neni vysvétlena. Budeme proto sledovat osud superoxidového iontu v biologickych
systémech.

Hlavni reakci superoxidového aniontu je dismutacni reakce, kterd probiha ve dvou etapach:

O + H* — HO,*

0o + HY 4 HO* — H2O2 + 02
Celkova reakce je tedy:
20" + 2H" — H.0, + 07)

Jak jiz bylo fe¢eno, koncentrace H je pii fyziologickém pH nizk4, proto tato dismutaéni reakce
probihd velmi pomalu a dovolovala by superoxidovému aniontu difundovat a unikat z mista
vzniku. Aby se tomu zabranilo, vétSina aerobnich organismi obsahuje superoxid dismutasu,
enzym, ktery je schopen vyrazné urychlit tuto reakci. Jeji uloha je vétSinou spojena téz
s pritomnosti katalasy, ktera ukon¢i proces detoxikace kyslikovych radikala tim, Ze rozlozi
peroxid vodiku na vodu a molekularni kyslik:

2H,0; —— 2H,O + 02
Jinym mechanismem odstraiuje peroxid vodiku dal$i enzym ptitomny v erytrocytech,
glutathionperoxidaza, vyuzivajici redukovany glutathion (GSH):
H.0- + 2GSH ——— 2H0 + GSSG

Peroxid vodiku (H202) je dvouelektronovy redukcéni produkt kysliku a protoZze nema
neparované elektrony, nemilZe se pocitat mezi skutecné radikaly. Je nejstabilnéjSim
komponentem v fad¢ reduk¢nich premén kysliku na vodu. Miize proto difundovat z mista svého
vzniku, mize dokonce pronikat membranami, na rozdil od superoxidového aniontu, ktery neni
schopen membranu pfekonat, jediné v tom ptipadé€, Ze je pro néj ptipraven specificky kanal.
Jestlize se vSak k hydroxidu vodiku pfipoji dalsi elektron, vznika hydroxylovy radikdal (OH®)
a hydroxylovy iont (OH"):

H.O, + e — OH* + HO~-

S 24

kysliku, nebot’ reaguje prakticky s kazdou biologickou molekulou. Na druhé strané z téhoz
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diivodu vSak nemiize témét vibec difundovat z mista svého vzniku. Jak tedy konkrétné
hydroxylovy radikal mtze v biologickém prostiedi vznikat? Chemici uvazovali o pfimé reakci
superoxidového aniontu s peroxidem vodiku, ale to se neukézalo schiidné. Mozné vsak je, ze
se reakce zucastni vhodny kov jako katalyzator. To se také potvrdilo a bylo prokazano, ze kupf.
stopova mnozstvi soli Zeleza mohou takovou reakci katalyzovat:

Fe¥t + 0, —— Fe** + o))
20" + 2H" —— H,0, + 0Oy
FeZt + H,O, — OH* + OH + Fed*

Z téchto divodi se také povazuji volné kovové ionty za toxické. Organismy je schranuji a
transportuji v proteinovych komplexech.

Kyslikové radikaly vSech druhli napadaji piredevsim fetézce nenasycenych mastnych
kyselin v bunéénych membranach. Jiz zminéna peroxidace lipidi muze vyustit ve vazné
poskozeni membranovych struktur i v bunécnou smrt. Za normdlnich okolnosti jsou reaktivni
formy kysliku v rovnovaze s aktivitou tzv. antioxidantii, tj. jednak enzymu rozkladajicich
kyslikové radikaly, enzymu reparujicich peroxidované struktury a také molekul, které jsou
nazyvany ,,zametaci“ volnych radikalit (free radicals scavengers). To jsou latky, které jsou
schopny reagovat s volnymi radikaly, aniz by se radikalova reakce dale propagovala, tj. ukon¢i
existenci radikalu. Mezi takové latky patii kupt. a-tokoferoly (vitamin E), L-askorbat (viatmin
(), retinoidy (vitamin A a karoteny), ubichinon, kyselina mo€ovéa a mnoho dalsich.

Podobné vysoce reaktivni latky mtze tvofit i dusik. Tyto latky nazyvame reaktivni formy
dusiku, RNS (reactive nitrogen species). Nasledujici tabulka obsahuje piehled téchto latek,
souhrnné oznacovanych jako RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Species).

Reaktivni formy Kkysliku (ROS)

Radikaly Neradikaly
superoxidovy aniont (superoxid) 02~ peroxid vodiku H202
Hydroperoxylovy radikal HO:® kyselina chlorna HCIO
hydroxylovy radikal HO* ozon O3
peroxylové radikaly ROO’ singletovy kyslik 10,
alkoxylové radikaly RO*

Reaktivni formy dusiku (RNS)

Radikaly Neradikaly
radikal oxidu dusnatého NO* kyselina dusita HNO:2
radikal oxidu dusicitého NO2* oxid dusity N20s3
peroxynitrit ONOO-
alkylperoxynitrit RONOO-
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