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KSICHT probiha pod zastitou Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy

Chemie je vSude: je ve vode, je v piide, je ve vzduchu a je
i v nas samotnych. Veskeré materialy jsou tvoreny chemickymi
latkami,  chemické reakce nam kazdodenné pomdhaji
s tvarovanim svéta kolem sebe a biochemické reakce nds
viastné utvareji: katalytické reakce umoziuji kazdodenni beh
nasich tel, neurotransmitery jsou nositeli nasich emoci a nase
DNA miize dat vzniknout novym generacim. AvsSak bez porozumeéni tajemnym
nebezpecenstvim s chemii spojenych jsme ji vydani napospas, proto stoji za to ji
poznat blize a hloubéji, aby se stala nasim dobrym sluhou a ne obavanym panem.

Termin pro odeslani FeSeni 4. série:

27.4.2015
Elektronicky (PDF) Papirové
KSICHT
http://ksicht.natur.cuni.cz/ Prirodovédecka fakulta UK
odeslani-reseni Hlavova 2030
128 43, Praha 2

Anketa

Mili fesitelé, jsme radi, ze se Gcastnite KSICHTu. Snazime se, aby vam feSeni
uloh nepfineslo jen pochvalu vyucujiciho chemie, protoze jste fesili ilohy zrovna
z jeho pfedmétu, ale aby vam seminaf pfindSel co nejvice znalosti, moznosti
k zamysleni a snad i trochu zabavy. Potfebujeme proto znat va§ nazor. Byli
bychom velmi radi, kdybyste si nasli chvilku na zodpovézeni nékolika malo
otazek!. Pfedem vam dékujeme za pomoc a pfejeme vam hodné uspéchill nejen pii
feseni uloh KSICHTu.

Zavéreéné soustiedéni KSICHTu

Od 14. do 19. Cervna se v Praze na Ptirodovédecké fakult¢ Univerzity Karlovy
uskute¢ni soustiedéni KSICHTu. Na programu budou pfednasky z riznych oblasti
chemie a prace v laboratofi. Laboratorni ulohy se budeme snazit sestavit tak, aby
si na své prisel jak zaCateCnik, tak i zkuseny chemik. Samoziejmé nebudou chybét
ani hry na odreagovani. Ubytovani a strava budou hrazeny. Mame kapacitu pro
30 ucastnikl, pokud se vas prihlasi vic, bude rozhodovat pocet bodd. Mate-li
zajem, nevahejte se piihlasit bez ohledu na to, jak si ve vysledkové listiné stojite.
Pokud se chcete soustfedéni z(castnit, vypliite prosim formulai?> na webovych
strankach KSICHTu nejpozdéji do 6. kvétna. Podrobnosti o soustfedéni
zvefejnime na odkazované strance v kvétnu, kdy vas rovnéz budeme informovat
e-mailem.

! http://ksicht.natur.cuni.cz/anketa
2 http://ksicht.natur.cuni.cz/akce-ksichtu
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Uvodnigek

Drah¢ Ksicht'acky, drazi Ksichtaci,

velmi nam zélezi na popularité nasich tloh, a proto bedliveé sledujeme aktualni
trendy. Nedavny mimofddny prodejni tspéch kuchatky ,,Vaiime s Ladou
HruSkou® nas proto notné inspiroval. Po prostudovani odborné literatury
s podobnou tematikou, konkrétné publikaci ,,Jak si pejsek s kocickou délali
k svatku dort™ a ,,Babicovy dobroty*, se nam podoba tloh v této sérii zacala sama
rysovat pfed o¢ima. Zjistili jsme, Ze je piedevsim nezbytné, aby v tlohach bylo od
vseho néco a bylo toho hodné. Na konkrétni naplni ani jeji kvalité nezalezi. Pokud
tedy n¢jakému nazvu pifesné nerozumime, muZeme se inspirovat fantazii
a pouZijeme néco, co zni podobné. Pripadna Spatna pozivatelnost také dle odborné
literatury neni vilbec na zavadu. Bohaté postaci, aby vSe vypadalo jedle alespon
na prvni pohled. Inu, nebudu vas dal napinat a dovolim si vam pfedstavit naSe
petichodové menu.

Vase chutové buiky si na uplném zacatku rozehiejeme papirové tenkym
platkem dirkosmérky. Tento jedine¢ny pfedkrm v sob€ obsahuje 32 aromatickych
prisad dikladné promichanych do jedine¢ného pismenkového gulase. Jako druhy
chod jsme si pro vas nachystali trochu organické exotiky. Jména pouzitych
surovin byla i na nas tak neobvykla, zZe jsme misto nich radéji pouzili jen jejich
obrazky. Pokud se vam je podaii identifikovat, budeme radi, kdyz se s nami
podélite o jejich Ceské ndzvy. Po piivalu exotiky nazral ¢as na zklidnéni zaludku
tradiénim tajemstvim Ceské kuchyné — dfevénymi pilinami. Tento bohaty zdroj
vlakniny se v rukou odbornikii umi promeénit ve zhavou delikatesu s vyraznym
koutovym aroma. V nasem menu je pokrm originalné servirovan s ledovou
polevou. Pokud vam doposud ptipadala nase jidla ponékud nezvykla, ze étvrtého
chodu se posadite na zadek. Néco takového jste totiz jesté nevidéli. Chutna to,
jako by to stvofil nékdo z jiné galaxie. Zkratka, zkuste sami a uvidite. Své
rozboufené zazivani pak muZzete na zavér podpofit analyticky vyvazenym
destilatem. Vétime, ze vam nase vSehochut’ pijde k duhu a vase zazivaci ustroji
se zvladne pfed dalsi sérii zregenerovat na pouzitelnou uroven.

Honza Havlik
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Zadani uloh 4. série 13. roéniku KSICHTu

Uloha ¢&. 1: Aromaticka bilateralni dirkosméka (8 bodii)
Autor: Ludék Mika

Jak uz se stalo dobrym zvykem poslednich 12 rocnikit KSICHTu, i tentokrat se
vam pokusili autori ve 4. sérii podstréit k vyreseni osmismerku. Bohuzel jde ale
prevazné o chemiky experimentalni, pripravu osmismerky si proto vzali do
laboratore. Laboratorni still zrovna neoplyval Cistotou a tak se stalo to, co se stat
muselo, z osmismerky byla najednou dirkosmérka. A nejen to, Ze se v papire
objevily proleptané diry, ale slova se zacala dirami presouvat i na druhou stranu
papiru...

Poslednl dobou bUL tvrfg

(Aokonieni v divieosmerce)

Abyste dospéli ke zbytku textu kresleného vtipu, musite vyfesit nasi bilateralni
dirkosmeérku.

Tu si ale nejprve budete muset pfipravit. Papir s dirkosmérkou piehnéte podle
Cerchované cary (dejte si pozor na to, aby na sebe nasedala jednotliva policka.
vyrobe: vezméte si ostry ntiz (nejlepsi je odlamovaci nliz na koberce nebo skalpel)
a prkénko (abyste nefezali na stole) a vyfiznéte z dirkosmérky vSechna Cerna
policka. Lze je také vystiihnout ostrymi ntzkami z manikiry. Timto je
dirkosmérka pfipravena.
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Jak se takova dirkosmeérka tfesi? Princip je stejny jako u obycejné osmismérky
— hledate slova ukryta ve zméti pismenek. Slova mohou byt psand celkem osmi
sméry — zleva doprava, zprava doleva, zdola nahoru, shora doli a obéma sméry
uhlopficné. V ¢em se ale dirkosmérka lisi, jsou pravé ty dirky. Jakmile pfi cteni
slova narazite na diru, propadnete na druhou stranu papiru a pokracujete se ctenim
slova ve stejném sméru, jako jste zacali (abyste dodrzeli spravny smér, mtizete si
pomahat tieba Spagetou, kterou si prostréite skrz dirku a naznaéite smér, kterym
mate pokracovat ve ¢teni).

Po vyskrtani vSech slov vam zbydou néjaka pismenka nepouzitad. Pokud je
spravné piectete, dostanete zbytek textu k védeckému vtipu na zaéatku.

Ve &teni tajenky je dirkosmérka také odlisna. Zacind se z rohu oznaceného
hvézdickou a ¢te se podle schématu na obrazku 1. Pozor, i na ¢teni tajenky se
projevuje pfitomnost dér!

* N
Z 1
<
_._.§__ \
)
~

Obrazek 1.: Zptsob ¢teni tajenky

Abyste nemuseli prochazet celou dirkosmérkou a nahodné hledat slova, trochu
vam pomuizeme s tim, co vlastné mate hledat. Jedna se o trivialni nazvy riznych
aromatickych sloucenin. Samotné ndzvy vam sice neodhalime, v nasledujici
tabulce mate alespon vzorce téchto latek.

1 Ceo 9 CuHie 17 CoH;N 25 CioHsg
CsHaNy 10 CisHio 18 Ci3H100 26 CsHsN
CsHus 11  C4HsN, 19 CusHio 27 CsHsO
CyHi 12 Ci3HoN 20 CisHyo 28 C4HsN
CoHisNs | 13 CxoHig 21  CsHs4N; 29 CeHsN
C4H4S 14  CaHas 22 C4H4O 30 CeHe
CyoHi12 15 CisHip 23 CsHsN 31 CgHg
CyoHi2 16 CisHi 24 CioHs 32 CgHio

0 N N LB W

1. Napiste ndm celé znéni kresleného vtipu. (VyifeSenou dirkosmérku ndm
neposilejte!)

2. Vysvétlete chemickou podstatu vtipu.
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. Dopliite tabulku — ke kazdému vzorci dopliite nazev latky.

. Latky 24 a 25 maji stejny sumdrni vzorec, ale jejich struktura je odli$na. Jedna
z nich je bezbarva, druhd je modra. Vysvétlete, ¢im je to zplsobeno.

. Ke kazdé latce z tabulky pfipiste, zda se jedna o heterocyklickou slouceninu,
derivat aromatické latky, o tzv. PAH, nebo jestli nezapada ani do jedné
z kategorii (znacka ,,jiné*).

. Jaky je rozdil mezi porfinem a porfyrinem?

. Co se tyc¢e zarazeni do jednotlivych odvétvi chemie, se jedna latka z tabulky
odliSuje od ostatnich. Ktera to je?

. Latky v tabulce nejsou sefazeny nahodné. Napiste nam, podle ¢eho jsou
sefazeny.
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Uloha &. 2: Matysek piSe z prazdnin (5 bodu)
Autorka: Pavla Perlikova

gﬁ Prazdniny, to je to, na co se vsichni nedockavé tési uz
od zari. Vzdyt se toho da tolik podniknout! Matysek jel letos
na tabor. Jaky tabor to byl, to uz zjistite z prilozeného
dopisu.

Ahoj mami, ahoj tati!

Kone¢né mam cas napsat vam . Moc se mi tu libi. Tabor je na
NC CN

veliké louce, na které 1éta spousta barevnych . Spime ve

velkém a mame nacelnika, ktery si fika Cerny ,

protoze se umi vyborné plazit. Taky ma celenku z pravych orlich
F

F F

Vcera jsme §li s nacelnikem na vypravu. Svitilo F a naSe cesta
Cl Cl

vedla lesem s velkymi starymi . Cestou jsme nasbirali plny

hub. Ja jsem ale nenaSel nic, protoZze jsem predevCirem ztratil
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‘ ‘ . Dosli jsme az k ‘ ‘ ’ ‘ ‘ , ve které

NH,

se pasli . Krmili jsme je a nacelnik slibil, ze na
O

nich budeme zitra jezdit. TéSim se! Dnes jsme nabrousili
acely den pfipravujeme dfevo. Veler bude taborak a budeme opékat

, které nacelnik nachytal v potoce. Nacelnik je prosté borec. Chei
byt jako on!

Matysek
1. Pojmenujte vSechno, o ¢em Matysek piSe. Pouzijte systematické nazvoslovi

organické chemie dle IUPAC. Nazvy piste popofadé a k danému chemickému

nazvu pripiste vzdy i nazev véci, o které Matysek pise.

K prazdnindm patfi i letni lasky. Matysek se na tabofe zakoukal do Bystré
Vydry. To je ovSem jeji indidnské jméno. Jak se Bystra Vydra jmenuje
doopravdy? To nevi ani Matysek, ale jeji jméno pry znaéi spojeni kyseliny
a alkoholu.

2. Zjistéte, jak se vlastné Bystra Vydra jmenuje.
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Uloha & 3: FIRE! (9 bodii)
Autor: Jan Hrubes

‘

,,Je tezke se soustredit, kdyz horite.
— Zdiivodneni, proc nelze v League of Legends seslat kouzlo

Navrat, kdyz je na Vas seslano kouzlo Vznitit. (Plati od !
aktualizace 5.3.)

Ohen lidstvo pouziva opravdu velmi dlouho a jeho pouzivani nas vyvojoveé
posunulo o velky kus dal.

1. Vyhledejte, ktery druh rodu Homo a piiblizné ve které dobé zacal poprvé
pouZivat ohenl ve svij prospéch.

2. Napiste alespon tfi pfiklady, jak mize ohen ¢lovéku pomahat.
3. Vysvétlete, na jakém chemickém principu probiha hoteni.

V dobé predsirkové bylo celkem tézké ohen rozdé€lat. Pojd'me si zahrat na
Praclovicka!

4. Sestavte aparaturu na rozdélani ohné bez sirek, popiste mechanismus reakce
aspolu sbrozurkou KSICHTu ji vyfotte a poSlete na e-mail
jan.hrubes@ksicht.natur.cuni.cz. Pamatujte pfitom, ze nemate k dispozici nic
nez piirodni materialy a své ruce. Neni tfeba ohen zalozit, diilezité je, aby byla
aparatura po vynalozeni opravdu velkého mnozstvi Casu a Usili schopna
vyrobit oher.

Jak urcit¢ vite, pfi rozdélavani ohné sirkami v kamnech se zacina dobie
hoflavym papirem, na néj se umisti tfisky a vétsi polena se pridavaji, teprve az
kdyz se ohenl rozhotel.

5. Vysvétlete, pro¢ je nutné pii rozdélavani ohné pouzit tfisky ¢i tenké klaciky.
(odpovédi typu ,,Protoze ty tlusté prosté nehofi!“ nebudou uznavany.)

V dnesni dobé dievem predevsim topime v kotlich. Kotelna je ovSem ve
vétsiné pripadi docela nepfijemné daleko od obytnych prostor, navic v noci
rozhodné neni zadouci chodit stale pfikladat.

Ruzné typy drev produkuji spalenim rizné mnozstvi tepla. To je zptisobeno
piedevsim rozdilnym chemickym slozenim jednotlivych diev a jejich smolnatosti,
potom tedy napiiklad spalenim kilogramu smrkového dieva dostaneme zhruba
o jeden megajoul vic tepla nez ze spaleni kilogramu dubového dieva. To ma
ovSem ve&tsi hustotu, jedno dubové poleno tedy vazi mnohem vic, nez jedno
smrkové poleno stejné velikosti.

10
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6. Spocitejte, jestli je pro ohfev dvou set litril vody o teploté 10 °C na 80 °C lepsi
topit smrkovym ¢i dubovym dievem. Za lepsi topivo povazujeme to, které
budeme muset méné Casto prikladat. VSechny potfebné tdaje naleznete na
konci tlohy.

Napovéda: Cim je teplo koncentrovanéjsi, tim méné casto se musi prikladat.

Autor ulohy feSil problém shromadou vétvi na spaleni. Hromada byla
ponechana pfes zimu v lese, na Silvestra se autor rozhodl ji spole¢né s dal§imi
hromadami pozdéjsiho data vzniku spalit. Vétve ale ne a ne chytnout, byly k sobé
pfimrzlé a mély na sobé opravdu enormni mnozstvi ledu. VSe bylo navic
zapadano snéhem.

7. Spoditejte, jaky je maximalni obsah zmrzlé vody v hromadé smrkovych vétvi
(vyjadfete jej pomoci hmotnostniho zlomku), aby bylo hofeni jesté
termodynamicky vyhodné. Led a snih v hromad¢ je nutno odpafit a ohfat na
500 °C. Ohtivani dfeva je zapocitano do vyhfevnosti. Predpokladejme, Ze se
vodni para chova jako idealni plyn, ktery svou tepelnou kapacitu s rostouci
teplotou neméni. Pocatecni teplota ledu je —5 °C.

8. Hromadu s takto velkym obsahem vody se nam ale zapalit nepovede. Proc?

Potrebna data:

Vyhtevnost smrkového dieva: Hgpmrr = 15500 k]-kg?
Vyhtevnost dubového dieva: Hy,, = 14500 kJ-kg!
Hustota smrkového dieva (suché): Psmrk = 0,470 g-ml?!
Hustota dubového dieva (suché): Paup = 760 g-dm™3
Mérna tepelna kapacita bezvodého dieva: Carevo = 1500 J-kgt-K?
Meérna tepelna kapacita vody: Chyoq) = 4180 Jkgt-K1
Meérna tepelna kapacita ledu: Chyo(s) = 2100 Jkgt-K?

Meérna tepelna kapacita vodni pary za konstantniho tlaku:
CP(HZO(g)) =48 ]-mol'l-K'l

Skupenské teplo tani vody: = 6008 J-mol!

lt(”zo)

Skupenské teplo varu vody: L, (H,0) = 2256 kJ-kg™?

11
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Uloha &. 4: Z jiného svéta (11 bodi)
Autofi: Jakub Kubecka, Klara Sebestikova

Bum! Prask!... ,,Co se to déje?! Kam to letime?
zvolal jeden z clenii posadky. Zamotali se totiz do
Casoprostorového viru! ,,Néco na tu moji holku
pusobi jinak, nez jak je zvykla. Je z toho zmatend
a snazi se vymanit, ale ¢im vic se snazi, tim vic se tam
vtahuje. Pockej... Je tam skulinka! Pokusim se ji tam
dostat, “ odpovedeél s nadéji druhy clen posadky.

,,Ooops! Kde jsme to pristali?* zvolal zdésené,

kdyz zjistil, ze rychlost tikani kolegovych hodinek je odlisna od jeho viastnich.
A proc tu neplati fyzikalni zakony jako u vas?

1.

Kdo a kdy na nasi planeté poprvé popsal nemoznost toho, aby na dva stojici
pozorovatele pusobily fyzikalni zakony odlisné?

Ale to uz se s nimi dala do 7eci podivna mistni stvoreni: ,,Casem si zvyknete...

Horsi je to tady s kvantovymi zdkony, protoze chovani elektronu jim viibec
neodpovida. Nasi védci uz na tom pracuji, ale moc se jim zatim nedari.

2.

plavidlo? “ ,, Ano,” odpovédéla posadka, ,,ale zevniti vypada vétsi.’

5.

Podivejte se na fragment specialni tabulky prvkd, kterou najdete na konci
ulohy. Se znalostmi ziskanymi od mimozemskych védcd napiSte celou
elektronovou konfiguraci prvku Ego.

Urcete oxidacni Cisla ve slouceninach Ks,, GtSp, a I[Eg(KsAd)]
a pojmenujte slouceniny tak, jak by to udélal kazdy védec znaly Ceské
nomenklatury. NapiSte jména autor Ceské nomenklatury anorganickych
koncovek pridavnych jmen (staci dva). (Pozn.: KsAd = ksichtadizidovy
anion)

Pro atom Z nakreslete kontury obsazenych elektronovych (atomovych)
orbitalli a nakreslete kontury atomovych orbitalti pro molekulu Ks,Ad tak, jak
se ucCastni vazebného molekulového orbitalu. (Pozn.: Orbitaly ukazuji
rozlozeni elektrontt kolem atomového jadra. Cislo pred oznatenim typu
orbitalu udava hlavni kvantové ¢islo a urcuje blizkost k atomovému jadru —
¢im menst je, tim je doty¢ny orbital blize k jadru.)

Po navratu k lodi se mimozemska stvoreni zeptala: , Tahle budka, to je vase

1l

Pro navrat do naSeho svéta chee posadka ziskat energii jadernou reakei (1).

4n°+A>B+C €))

Pouzivani klastri neutronti k bombardovani atomt neni v naSem svété bézné.
Napiste, co by se stalo, kdyby se v naSem vesmiru objevil klastr neutron
astronomickych rozmérti a proc¢?

12
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6. Vypozorujte a napiste, co je v tomto zvlastnim svété matematicky zajimavého
na poctu neutronti u atomt v zavislosti na rostoucim protonovém ¢isle.

Kromeé reakce (1) se posadka dozvédela o nekolika dalSich chemickych reakei:
2 C:D + A 2 C[A(CD),] 2)

2B(s)+3C:D (1) > 6C(1)+ B2Ds 3)

7. Napiste, jaké mimozemské prvky se skryvaji pod pismeny A, B, C a D.

Pojmenujte komplex z rovnice (2). (Pozn.: O latce D vime, Ze lezi v 3 fadku
mistni tabulky prvki.)

8. Ktery anion mimozemské soli nese stejny ndzev jako predstavitel jednoho
vyznani?
Posadka nabrala dostatecné mnozstvi paliva, a jelikoz si chtéli zapamatovat
co nejvice z toho sveta, vymysleli si mnemotechnické pomiicky:

1. Kusy Brambor.

2.8 Gatémi Zadné Mecheche.

9. Vymyslete mnemotechnickou pomticku pro 3. fadek mimozemské tabulky
prvki.

10. Napiste, do které pohadky, serialu ¢i filmu by piibéh nejvice zapadal.
(Napovéda: zevnitt je vEtsi).

NUKLEONOVE CISLO FAZE
ZNACKA PRVKU
NAZEV PRVKU

PROTONOVE CISLO ELEKTRONOVA KONFIGURACE

ATOMOVE ORBITALY
0 o

13
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Uloha &. 5: Zapo&tova I (10 bodir)
Autor: Pavel Rezanka

Jednoho posmourného prosincového dne se chemik Matej
konecné odhodlal néco udélat s notné zaprdsenou nadobou
obsahujici ¢irou kapalinu stojici v rohu digestore. Na rozpadajicim
se popisku si Matéj precetl, ze by se mélo jednat o technickou smés
jablecné a malonové kyseliny. Vyhledal si pro tyto kyseliny potrebné
udaje (Tabulka 1) a zjistil, Ze nemiize pouZit klasickou destilaci,
nebot by se kyseliny rozlozily drive, nez by dosahly bodu varu.

Rozhodl se tedy pouzit destilaci za snizeného tlaku, ktera vede ke
snizeni bodu varu, zatimco teplota rozkladu se nezmeni. Zbyvalo jen
vyresit, zda destilacni aparatura, kterou mél k dispozici a pomoci
které mohl dosahnout tlaku 10 kPa staci pro pozadovany ucel,
anebo bude muset sehnat lepsi.

Tabulka 1. Teploty varu a rozkladu pro vybrané latky

jable¢nd kyselina | malonova kyselina
Teplota varu pii tlaku 101 325 Pa 160 °C 140 °C
Teplota rozkladu 150 °C 132 °C
1. Pomozte Matéjovi a spocitejte, jaké budou teploty varu zminénych kyselin pfi

tlaku 10 kPa. Je tento tlak dostatecny k tomu, aby mohl Matéj kyseliny
oddestilovat bez rizika jejich rozkladu (bod varu by mél byt alespon o 20 °C
niz§i nez je teplota rozkladu) a zbavit je tak vysokovroucich necistot? Pro
vypocet vyparné entalpie pouzijte Troutonovo pravidlo.

Napovéda: Pouzijte Clausiovu-Clapeyronovu rovnici.?

Po odstranéni vysokovroucich necistot Matéje zajimalo, zda-li dokaze

malonovou kyselinu od jableéné oddélit, kdyz pouZije obycejnou kolonu
o jednom patru. VEéd¢€l, ze destilat ziskany v otdzce 1 obsahuje 20 % jablecné
kyseliny a 80 % malonové kyseliny a ze by destilaci provadé€l pii teploté
odpovidajici bodu varu malonové kyseliny pfi tlaku 10 kPa. Mat¢j provedl
potiebné vypocty a byl zklamany, obycejnd kolona nebyla dostate¢na pro
oddéleni jablecné kyseliny.

2.

Vypocitejte kolikapatrovou kolonu by musel Mat¢j pouzit, aby dosahl svého
cile, tj. snizeni obsahu kyseliny jable¢né na 1 % za vyse uvedenych podminek.
Néapovéda: Tlak nasycenych par je pfi teploté odpovidajici bodu varu roven okolnimu
tlaku. Pfi jiné teploté pak lze spocitat Clausiovou-Clapeyronovou rovnici. Pfi vypoctu
potiebného mnozstvi pater kolony pouzijte Fenského vztah.

3V serialu je dand rovnice uvedena chybng. Spravné je: P _ AH,, ( 11 j

p RAL L
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Mat¢j bohuzel takovou rektifikacni kolonu nemél, a tak se rozhodl pouzit pro
oddéleni kyselin extrakci. Zjistil si, ze by mohl k extrakei pouzit smés vody
a cis-oktadec-9-en-1-olu. Nasel si proto potfebné udaje (Tabulka 2) a pfipravil si
vodny roztok smési kyselin.

Tabulka 2. Disociaéni a distribuéni konstanty pro vybrané latky

jable¢nd kyselina | malonova kyselina
pKa 3,40; 5,20 2,83; 5,69
Kp 260 0,32
Zbyvalo mu uz jen vymyslet, pii jakém pH je nejlepsi extrakci provést, aby od
sebe co nejvice oddélil zminéné kyseliny. Vedel, ze by mél byt separacni faktor
co nejvetsi, ale ze by mél byt zaroven soucin distribucnich pomérti (Dc)
jednotlivych slozek roven idedIn¢ jedné (1).
Deay Dem) =1 )]

Dale si pak odvodil vztah mezi distribu¢nim pomérem, distribu¢ni konstantou
(Kp) a pH pro dvojsytnou kyselinu s disocia¢nimi konstantami Ka; a Kz (2).
Kp 2
1+ K + Ky K
+ + 2
[H3O ]aq ([H3O ]aq)

3. Pomozte Matéjovi a vypocitejte, pti jakém pH by mél extrakci provést, tj. pii
jaké hodnoté pH plati rovnice (1) pro zminéné kyseliny?

D. =

Népovéda: Vzhledem k tomu, Ze se feSeni skryva v polynomické rovnici 4. stupné,

muzete tuto ulohu fesit zkusmo napfiklad na poéitaci. Staci, kdyz uvedete hodnotu pH

s presnosti na jedno desetinné misto, tj. soucin distribu¢nich poméra bude ptiblizné 1.

Ted, kdyz Matéj védél, jaké pH ma mit vodny roztok kyselin, se uz mohl
kone¢né pustit do samotné extrakce. K dispozici mél 300 ml vodného roztoku
kyselin a rozhodl se provadét extrakci 50 ml vzdy Cerstvého cis-oktadec-9-en-1-
olu.

4. Vypoctéte, kolik extrakci musi Matéj pfi vyse uvedenych podminkach provést,
aby se koncentrace jablecné kyseliny snizila ve vodné fazi 100x. Dale
vypoctéte, kolik % malonové kyseliny piejde do organické faze pti tomto
poctu extrakci.

Napovéda: Nejprve si ze znalosti snizeni mnozstvi jablecné kyseliny ve vodné fazi

spocitejte celkovy vytézek extrakce.

Po uspésné extrakci cekala Matéje jeste jednou destilace, aby zbavil kyseliny
vody a extrakéniho Cinidla a pak uz konecné€ dostal dvé lahvicky s Cistymi
kyselinami.

15



Korespondenc¢ni Seminat Inspirovany Chemickou Tematikou, ro¢nik 13, série 4

Reseni uloh 3. série 13. roéniku KSICHTu

Uloha &. 1: Skladanky z celulézy (6 bodi)
Autofi: Ludék Mika a Barbora Szmolkova

1. Jaky je z chemického hlediska rozdil mezi papirem, papyrem a pergamenem?

Jak se tyto materialy vyrabi? Vysvétlete, ktery z nich je neodolng;jsi.

Papyrus je material, ktery se vyrabél ve starém Egypté ze dfené Sachoru
papirodarného. Ta se skladala na sebe a lisovala, az vznikly celé svitky. Nejedna
se o Cistou celuldzu, ale o smés ruznych latek.

Papir je plsténec ptirodnich vldken (celuldézy). Vyrabi se tak, ze se suspenze
celulézovych vlaken (ze dfeva nebo recyklovaného papiru) nechd ususit v tenké
vrstvé a pak se ruzné€ lisuje a hladi. Béznou soucésti papiru jsou kromé vlaken
celuldzy riizna plniva a lepidla (viz otazka 4).

Pergamen je psaci latka vyrobena ze zjemnélé, susené a hlazené ktize (osli,
vepioveé, kozi, ov¢i, teleci). Kiize je ususena v napnutém stavu za nizké teploty.
Casto byva béhem tohoto procesu natirana plavenou kiidou. Chemicky se tedy
sklada ptevazné z bilkovin.

Nejodolngjsim materidlem je pergamen. Kize ma nejlepsi odolnost vici tlaku
a tahu. Je to déno jeji fyziologickou funkci, odd€luje a chrani organismus, tudiz
musi néco vydrzet. Na rozdil od pergamenu, papir i papyrus nejsou ve své
puvodni struktufe a jsou pouze sekundarné dotvofeny do pozadovaného tvaru.

2. Jaké jsou dva nejpouzivanéjsi zdroje pro pramyslovou vyrobu celuldozy?
Kdybyste méli pripravit Cistou celulézu sco nejvétsSim vytézkem, kterou
surovinu byste si vybrali a pro¢?

Nejbéznéjsimi primyslové zdroje jsou devo a bavlna.

Pro ziskani co nejvétsiho vytézku celuldzy je vhodné pouzit bavinu. Bavlna je
prakticky cista celuloza, je kontaminovana pouze voskem a pektiny, které se
jednoduse odstranuji v alkalickém roztoku pii béleni.

Naproti tomu dfevo v sobé obsahuje pouze 50 % celuldzy, zbytek tvoii lignin
a hemicelul6za. Odstranéni téchto dvou nezaddoucich slozek vyzaduje vicekrokové
zpracovani.

3. Jeden z autort ulohy byl velmi piekvapen, kdyZz se pokusil v laboratofi
prefiltrovat roztok hydroxidu tetraamminmédnatého ptes skladany filtr.
Napiste, jak se trivialné nazyva tento filtrovany roztok, a vysvétlete, co
neocekavaného se stalo.

Roztok hydroxidu tetraaminmédnatého se trividlné nazyva Schweizerovo
¢inidlo.

Schweizerovo ¢inidlo dokaze rozpustit celulozu (filtracni papir se v nalevce
rozpustil a ve formé cucku skoncil ve filtratu).
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4. Kdyz se zapali filtraéni papir, shofi beze zbytku. Kdyz se zapali papir
kancelaisky, zbude spousta nasedlého prasku. Co tvoii tento prasek a pro¢ se
do kancelatského papiru ptidava?

Filtra¢ni papir je tvofen pouze vlaky celuldézy, neobsahuje zadna plniva Ci
lepidla. Celul6za jakoZzto organicka latka shoii za vzniku oxidu uhli¢itého a vody.

Filtra¢ni papir ale neni pfili§ vhodny na béznou kancelaiskou praci. Je malo
pevny, inkoust se na ném rozpiji, pousti vlakna apod. Pfi vyrobé kancelaiského
papiru se sice také vychazi z celulozy, ale do papiru se ptidavaji riiznd plniva, aby
se zlepsily jeho vlastnosti. Mezi nejbéznéjsi plniva patii sadra nebo kiida (CaSOs,

CaCQ03). Nekteré specialni fotopapiry obsahuji dokonce BaSO4.

Kdyz se kancelaisky papir zapali, shofi jen celuléza a anorganickd plniva
zlstanou ve forme popela.

5. Nejlepsi umélecky pocin nam zaslala Veronika Blahutova.
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Otazka 1 — 0,5 bodu, 2 — 1 bod, 3 — 1 bod, 4 — 1,5 bodu, 5 — 1 bod, 6 — I bod. Celkem 6 bodi.
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Uloha ¢&. 2: Mrkvitkova (6 bodii)
Autorka: Sona OndruSova

1.

Zahon se tak provzdusni, alespon ¢astecné zbavi plevele a obohati se o Ziviny.
(Organické latky, které nové rostliny vyuzivaji jako stavebni material, pochazi
z tlejicich zbytku téch predchozich.)

Vysazené rostliny musi soupefit o ziviny a svétlo s rychleji rostoucimi
rostlinami (Casto oznaCovanymi jako ,plevel”). Seminka mrkve obsahuji
kumariny. Ty brani kliceni plevele, ale také zpomaluji kli¢eni mrkve.

Molekulovy dusik N> obsahuje trojnou vazbu, jejiz rozstépeni je energeticky
velmi naro¢né. Zvladaji to pouze nckteré prokaryotické organismy vlastnici
enzym nitrogenasu (fixatofi N, ¢i diazotrofové, hlizkaté bakterie, napf. rod
Rhizobium zijici symbioticky na kotfenech bobovitych rostlin). Tyto organismy
jsou schopné zredukovat vzdu$ny dusik na amoniak, a pak snim dale
pracovat. Jednou z moznosti, jak privadét dusik do pudy je zasit do zdhonu
irostliny celedi Fabaceae (bobovité), které spolupracuji s hlizkovymi
bakteriemi. Ty dodaji zpracovatelny dusik nejen symbiotické rostling, ale
i okoli. Dal§i moznosti je klasické hnojeni, pti kterém se dusik dodava do
pudy ve form¢ dusi¢nanti, amoniaku ¢i mocoviny.

Genetika: nauka o dédi¢nosti a proménlivosti organismu

Alela: vloha, kazdy gen ma dvé formy — alely (od otce a od matky)
Homozygot: jedinec, ktery ma ob¢ alely jednoho genu stejné (dominantni ¢i
recesivni)

Heterozygot: jedinec, jehoz gen ma dominantni a recesivni alelu

Rostliny, které si Zajicek potidil, musely mit alely jak pro

oranzovou, tak pro zlutou barvu. Vzhledem k tomu, ze z o
vSechny mrkvicky v 1. generaci mély tuto barvu, musely | Z | ZZ 70
také vSechny obsahovat alelu pro oranzovou barvu, kterd | o | 30 | 0O

byla dominantni nad Zlutou. Diky tomu, Ze v druhé
generaci byla jedna cCtvrtina mrkvi recesivni homozygoti, byly jejich
rodi¢ovské rostliny heterozygoti. (Toto vyplyva z 2. Mendelova zakona
o volné segregaci alel.)

genotypovy §tépny pomer = 1:2:1

fenotypovy §té€pny pomér = 3:1

Pro ziskani pouze oranzovych mrkvi musi byt vSechny matefské rostliny
dominantni homozygoti. Ty ale nelze fenotypové odlisit od heterozygott.
Proto se nejdiiv musi zkfizit zvlast’ nekolik rostlin s oranzovymi mrkvemi a ty
rodicovské rostliny, které daly vzniknout pro aspoil dvé generace pouze
potomkiim s oranzovymi mrkvemi, jsou pravé dominantni homozygoti, stejné
jako jejich potomei. Tyto rostliny pak daji vzniknout po zbytek generaci pouze
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oranzovym mrkvim, pokud se budou mnozit jen mezi sebou. Cely proces by
byl snazsi, kdybychom mohli konkrétni mrkve kiizit opakované. To ale neni
mozné diky tomu, ze mrkev je dvouletka a kvete pouze jednou. Jednodussi
moznosti by bylo ponechavat jen oranzové mrkve a ty zluté hned vytazovat,
ale to by byl proces vyslovené zdlouhavy a nepfili§ spolehlivy, pokud by se
neurychlil naptiklad snizenim populace.

7. Pokud se budou konkrétni mrkve mnozit pouze mezi sebou, bude dochézet
inbreedingu. Snizi se genova variabilita, schopnost adaptace a zvysi
nachylnost k patogentim. Na tak malém zahonku bude ale stejn¢ k inbreedingu
dochazet, takze zdhonek mrkvi se bude sdm dobfe obnovovat jen do urcité
generace.

8. Na zdhonku se mrkve kiizi zcela ndhodné, jedna se tedy o panmiktickou
populaci. Mizeme proto pro vypocet genotypu pouzit Hardy-Weinbergtv
zakon.

ptq=1lap’+2pq+q’=
Pfitom p a q je zastoupeni jednotlivych alel v populaci, p? a q° je zastoupeni
homozygotnich jedincti a 2pq je zastoupeni heterozygota.
Vime, ze mrkvic¢ky se svétlymi listky jsou recesivni homozygoti, tudiz pokud
q bude znadit zastoupeni alel pro svétlejsi listky, tak g2 = % =0,16—
q=0,4.
To znamendp=1-0,4=0,6 — p*>= 0,36 a 2pq = 0,48.
0,48 - 400 =192; 0,36 - 400 = 144
Na zahoné je zhruba 192 (48 %) heterozygott, 144 (36 %) dominantnich
homozygott se zelenymi listky a 64 (16 %) recesivnich homozygott.

9. PB-karoten je vyznamny jako prekurzor vitaminu A. Ten je potfebny k tvorbé
rhodopsinu, coz je chromoprotein, ktery slouzi jako fotoreceptor v buiikach
ocni sitnice. Nachazi se v tyCinkdch a reaguje na svétlo. Svétlo indukuje
izomerizacni zménu kys. retinové, coz vyvolava konformacni zménu
G-proteinu a pfenos signalu. Vitamin A i B-karoten jsou pak také dulezitymi
antioxidanty.

10.Mrkev je zdrava v jakémkoliv stavu, ale pokud je vafend nebo duSena,
dostaneme zni vic P-karotenu. Tepelnou upravou se totiz narusi bunécné
stény, ve kterych se B-karoten drzi a ze kterych se jinak tézko ziskava.
Nicméné Zaji¢ek nepohrdne ani méné zdravymi pokrmy, pokud jsou chutné
jako ty, co jste mu poslali.

Otazka 1 — 0,25 bodu, 2 — 0,5 bodu, 3 — 0,75 bodu, 4 — 0,5 bod, 5- 0,75 bodu,

6 — 0,75 bodu, 7- 1,5 bodu, 8 — 0,5 bodu, 9 — 0,5 bodu. Celkem 6 bodii.
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Uloha ¢&. 3: KRIZE! (12 bodii)
Autorka: Aneta Pospisilova

1.

Produktem by méla byt jasné zluta sraZenina.

2. Zcirého roztoku se po pfidani Sava vysrazela zlutd latka, smés se mirné

zahtala. Po okyseleni a zahtati filtrat mirn€ pachl po octu.
NaClO + 2Nal + H,0 — I, + NaCl + 2NaOH

CH5;COCH; + 31, + 4NaOH — CH3COONa+CHI; + 3H,0 + 3Nal
Adolf Lieben

4. Jodoform/trijodmethan/CHI3, dezinfekce

Octan sodny, s kyselinou citronovou reaguje za vzniku kyseliny octové

m 2,88
— = = 0,5mol/l
MV~ 1920,03

_ [HaA]'[H] _ [HA]'[H] _ [Al[H] _ [BI'[H] _ .
b) KAl - [H34] > KAZ - [HzA] > KA3 - [HA] 5 KB - [HB] > KW - [H] [OH]

ca = [H3A] + [HA] + [HA] + [A], cg = [HB] + [B]

3[A] + 2[HA] + [H,A] + [0H] + [B] = [H] + 0,03,
kde [H3A] je rovnovazna koncentrace k. citronové, [H,A] dihydrogencitratu,
[HA] hydrogencitratu, [A] citratu, [HB] k. octové, [B] octanu, [H] proton,
[OH] hydroxidovych iontt

[H2A][H]
c) Ky = —[2143 a]

ca = [H3A] + [H,A]
[H,A] = [H] + 0,03
Z toho pH = 2,02.

Pokud jste zanedbali i ptitomnost Na*, bude to stejné, jen v posledni rovnici
nebude + 0,03 a pH vyjde 1,69. Uzndvam i toto feSeni, i kdyz se od hodnoty

.....

a) ¢ =

d) Napt. solve(10"(-3.08)=x*y/z, z+x=0.5, x=0.03+y), jako feSeni vyjde
y =0,0097, odtud pH = 2,01

Neni, dezinfekce je piipravek k oSetfeni povrchd. Piipravek k oSetfeni zZivé
tkané by se mél oznacovat jako antiseptikum.

. Napt. Dettol (benzalkonium chlorid), peroxid vodiku, Betadine a Jodisol

(jodopovidon) atd.

. Nehoda v jaderné elektrarn¢ FukuSima.

Otazka 1 — 1,5 bodu, 2 — 1,5 bodu, 3 — 1 bod, 4 — 1 bod, 5 — 1 bod, 6 — 5 bodl,

7—0,2 bodu, 8 — 0,5 bodu, 9 — 0,3 bodu. Celkem 12 bodii.
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Uloha &. 4: Pozor na muZe s de§tniky (12 bodu)
Autor: Ondrej Barta

1. Teroristicky utok se odehral 20. biezna 1995 v Tokiu.
2. Nazev sekty znél Aum Shinrikyo (Eesky Om Sinrikj6).

3. Latka X je vefejnosti znama pod ndzvem sarin (systematickym ndzvem
isopropyl-methylfosfonofluoridat), téz se uziva oznaceni GB.

I
/Lo\\\“‘ i*\

4. Chlorid fosfority hydrolyzuje vlivem vzdusné vlhkosti. Pti¢inou vzniku bilych
par je unikajici chlorovodik.

PCl; + 3 H,O — 3 HC1 + H5POs3

latka A — triisopropyl-fosfit  latka B — diisopropyl-methylfosfonat

6. a) Diethylanilin, pfipadn¢ jind dusikatd baze, vaze pii reakci vznikajici
chlorovodik, jehoz pfitomnost by mohla vést ke vzniku vedlejSich
produktt.

b) V pfipadé, ze by se vreakéni smeési zpfi¢in uvedenych v zadani
vyskytoval volny chlorovodik, dochézelo by ke kyselé hydrolyze
triisopropyl-fosfitu a vznikal by diisopropyl-fosfonat:

o (@]
PP R W
P w +
O/ \O )O!!l ° )\

¢) Zjednoho molu PCls vzniknou 3 moly HCI, tudiz na jeden mol PCl; je
potieba pfidat 3 moly PhNEt,. Pii 10% nadbytku potom plati:
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Npaze = 1,13 * Nenioria
Vyjadiime si latkové mnozstvi pomoci dostupnych tudaji:
Mbaze _ , o Pehlorid * Vehlorid
Mysze Mcnioria

Odtud potom dostavame:

Pehiorid * Ventorid - Mbéze

Mpsze = 3,3
bize ' Mchlorid

1,57-17,50 - 149,23
137,33

7. Arbuzovova (pfipadné¢ Michaelis-Arbuzovova) reakce

Mpsze = 3,3 = 98,52 g

8. Ze stavové rovnice idedlniho plynu pfi vyjadfeni pievodnich faktord mezi
jednotkami vyplyva:

mgy m[mg] 133,32 -p[mmHg] M
vol [F T V[md] 103 -R-T
Po numerickém dosazeni dostavame:
Co = 133,32-2,10-140,10
vel ™ 10-3-8,314 - 293,15

9. a) Nejdiive je potfeba znat plochu, kterou zaujimala vytekld kapalina. Tu
ziskame vydélenim objemu vyteklé kapaliny tloustkou louze:

VSa’Eek 500 * 10_6
S=— =10 - 0om

Rychlost vypatovani poté vypocteme dosazenim do rovnice (1) ze zadani:

G =k Cyo - S =0,25-16093-0,5 = 2012 mg/min

= 16093 mg/m3

2

b) VSechny potiebné tdaje zname ze zadani. Staci proto dosadit do rovnice
(2) ze zadani:

G _ety 1340 87
C = 6 <1 —e V7 > =5 (1 —e 20-2,5-2,9) = 54 mg/m?3

¢) Zvyse uvedenych vypoctu vyplyva, ze pred evakuaci vlaku dosahovala
koncentrace sarinu ve vagonu asi 1,5 ndsobku LC50, coz by znamenalo
vice nez 50% mortalitu zasazenych osob. Je vSak pravdépodobné, Ze
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vétSina cestujicich opustila vagon jiz v nékteré piedchozi stanici pii
prvnich ptiznacich otravy.

10. Primarnim produktem hydrolyzy sarinu je isopropyl-methylfosfonat:

% o)
U
O TN “HF oIS
F OH

11. Uginek sarinu tkvi vtom, ¢ se molekula sarinu ireverzibilng navaze na
serinovou —OH skupinu v molekule enzymu acetylcholinesterasy, diky ¢emuz
je tato pozice nepiistupnd pro neurotransmiter acetylcholin, ktery se proto
nemuze odbourat, hromadi se v nervovych synapsich a dochéazi tak
k ptedrazdéni parasympatiku, z ¢ehoZz plynou i nasledné symptomy.

Mezi ptiznaky otravy patii zvySend produkce slin a hlenu, tlak na hrudi,
zuzeni zornic, bolest a slzeni oc€i, zvraceni, svalové kieCe, dychaci obtize
a ztrata védomi.

12. Utoénici se tak pojistili pro piipad, Ze by i oni sami byli sarinem zasaZeni.
Atropin je lékem volby pfi otravé sarinem, ale i jinymi organofosfore¢nymi
slouceninami. Jde o tzv. antagonistu muskarinovych receptort. Plisobi tak, ze
se navaze na tyto receptory pro acetylcholin, ¢imz znemozni pfenos nervového
signalu. Atropin tak ptisobi ve smyslu tlevy od projevt otravy, neptsobi vSak

M

Otazka 1 — 0,25 bodu, 2 — 0,25 bodu, 3 — 0,5 bodu, 4 — 0,5 bodu, 5 — 1,5 bodu,
6—2,5bodu, 70,5 bodu, 8 — 1,5 bodu. 9 — 2,5 bodu, 10 — 1 bod, 11 — 0,5 bodu,
12— 0,5 bodu. Celkem 12 bodii.
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Uloha &. 5: Zapo&tova I (11 bodi)
Autor: Pavel Rezanka

1. Reten¢ni indexy jednotlivych feromont se vypoctou z rovnice 1 s vyuZzitim
rovnice 2.

1.=100- log tl’{(sloiky)_log t’R(Cz) +100-2 - )
log IRy~ log )
th =IR—Iv 2)

R

I (feromon A) = 1389, tj. (Z)-dodec-5-enal, I (feromon B) = 1460, tj.
(E)-dodec-4-en-1-ol, Ik (feromon C) = 1490, tj. (£)-dodec-10-en-1-ol.

| HO A~~~ |
OHC HO

feromon A feromon B feromon C

3. Molarni odezvy jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

latka MR
n-tridekan 1300
feromon A 1078
n-tetradekan 1400
feromon B 1133
feromon C 1133
n-pentadekan 1500

4. w (feromon A) =2,31 %, w (feromon B) = 1,27 % a w (feromon C) = 4,92 %.

Nejprve vypocteme latkové mnozstvi jednoho z n-alkanti. S pouZzitim rovnice
3 pak latkova mnozstvi jednotlivych feromont. Z nich pak hmotnost, kterou po
vydéleni hmotnosti dichlormethanového extraktu pfevedeme na procenta.

MR; _ Ayny

MRy~ Apm; 3)
5. Dosazenim hodnot do rovnic 4 az 9 ziskame N = 5682.
Hp=2-A-d,, 4)
z.ll,.Dm
P (6)
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2-k-dfu

Hs = S oro, (7

H = Hg + Hy, + Hg ®)

N =L/H ©
6. Dosazenim hodnot do rovnic 10 a 11 ziskame Rs=1,1.

o = ko/ky (10)

e

7. Vyuzijeme opét vztahu 11, kde za Rs dosadime 1,5 a vypocéteme potiebny
pocet teoretickych pater. Z vySkového ekvivalentu teoretického patra
vypocteného v otazce 5 podle vztahu 8 ziskdme potiebnou délku kolony
upravenym vztahem 9. Pro dosaZzeni pozadované separace musi byt kolona
dlouhd 11 m.

Otazka 1 — 1,5 bodu, 2 — 0,6 bodu, 3 — 0,9 bodu, 4 — 3 body, 5 — 3 body,
6 — 1 bod, 7— 1 bodii. Celkem 11 bodii.
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Serial: Analytické separaéni metody
4. dil: Elektromigra¢ni metody
Autor: Pavel Rezanka
Slovo uvodem
Vtomto dile se seznamite s elektromigracnimi metodami. Text ’je pro
prehlednost roz¢lenén do nékolika ¢asti. Pro rychlejsi orientaci pti feSeni Ulohy 5
je na konci uveden seznam symbol.
1. Princip elektromigra¢nich metod
2. Prehled elektromigracnich metod
2.1. Zénova elektroforéza
2.2. Metoda pohyblivého rozhrani
2.3. Izoelektricka fokusace
2.4. Izotachoforéza
3. Elektromigra¢ni metody v kapilaie
3.1. Elektroosmoticky tok
3.2. Techniky vyuzivané v elektromigrac¢nich metodach v kapilate
3.3. Detekce
Seznam symbolt

- &

. Princip elektromigra¢nich metod

Elektromigracéni separacni metody jsou zaloZzeny na rozdilné pohyblivosti
nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém poli. Pohyb nabitych ¢astic zavisi
na velikosti naboje, velikosti a tvaru molekul, na prostfedi a na sile elektrického
pole. Velikost naboje molekuly ovliviiuje stupeni ionizace, iontova sila a pH
prostiedi.

Zéasadni pojem je elektroforeticka pohyblivest u nabitého analytu. Je
definovana jako rychlost ¢astice v pii jednotkovém potencidlovém spadu £, kde
E je intenzita elektrického pole [V-m™'] (1).

v

w= (D

[aoys

Pohyblivost ¢astic je ovliviiovana fadou faktorti, nejvyznamné;jsi jsou:

a) Fyzikalné chemické vlastnosti samotnych castic — jejich celkovy naboj,
velikost, tvar, schopnost disociace povrchovych skupin, schopnost adsorpce iontd
a polarnich molekul, tvorba komplext. Vétsinu téchto faktort ale také ovliviiuje
prostredi, tj. pouzité elektrolyty, jejich iontova sila a pH.

b) Vlastnosti prosttedi — elektrolyty pouzivané v elektromigrac¢nich
metodach jsou zpravidla tlumivé roztoky o dané koncentraci, iontové sile,
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vodivosti, pH, teploté, viskozité a permitivité. Pohyblivost nabitych ¢astic je dale
ovliviiovana i pfitomnymi neelektrolyty. Roztok elektrolytu klade pfi prichodu
proudu urcity odpor, jehoz velikost zavisi na druhu a koncentraci elektrolytu i na
konstrukei elektromigracniho zafizeni. Priichodem proudu se vyviji tzv. Jouleovo
teplo, které systém zahfivd a miZze dochizet ke zménam vlastnosti systému
a délenych latek.

¢) Vlastnosti nosi¢e — pohyblivost iontl je obvykle mensi pii pouZziti nosice
ve srovnani s volnou elektroforézou. Migraci ovliviiuji dals$i faktory, prostorové
vlivy nosice, adsorpce, elektroendoosméza atd. Velikost elektroendoosmozy
zavisi na druhu nosice, potencidlovém spadu, iontové sile elektrolytu a pH.
Nosicem byva chromatograficky papir, sorbenty, gely atd.

d) Vlastnosti elektrického pole — sila, homogenita, stabilita, zmény pH
vlivem elektrolytickych déjt na elektrodach a Jouleovo teplo ovliviiuji rychlost
migrace a ostrost déleni.

2. Piehled elektromigra¢nich metod

Elektroforéza se déli na volnou elektroforézu a elektroforézu na nosicich.
Uziti nosi¢li ma ve srovnani s volnou elektroforézou tu vyhodu, Ze umoziuje
snizeni negativniho vlivu zahfivani systému prichodem proudu na separaci
a zmen$uje rozmyvani zon analyzovanych latek, ke kterému dochazi vlivem
difuze.

Podle experimentalniho uspofadani lze elektromigracni metody rozdélit na
zonovou elektroforézu, metodu pohyblivého rozhrani, izoelektrickou fokusaci
a izotachoforézu (Obrazek 1).

2 0O
m TT'
|

e

©

- o I II1III[IN[ITHe

I
<}

a — potateéni stav; b — stav
po separaci; A — zoénova elek-
troforéza, B — metoda po-
hyblivého rozhrani, C — iso-
elektricka fokusace, D — izo-
tachoforéza.

— zakladni elektrolyt
{uDvedouci clcklrolyl].% -
koncovy elektrolyt (u € zi-

E
i 3
'S
}

® @ ® kladni elektrolyt tvofici gra-
a b a dient pH). a — sepa-
A o rované latky

Obrézek 1. Srovnani zékladnich elektromigracnich metod
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2.1 Zonova elektroforéza

Jednotlivé latky vzorku jednorazové naneseného do wurcitétho mista
separa¢niho média (napt. kolony) putuji po vlozeni elektrického pole na systém
podle své efektivni pohyblivosti riznou rychlosti k pfislusné elektrod¢, soucasné
se déli kationty i anionty. Latky vzorku se rozdéluji a vytvareji v zakladnim
elektrolytu samostatné zony (Obrazek 1A). Béhem separace Sitka zon roste
vlivem difize a maximalni koncentrace latek v nich klesa. Dvojice latek o velmi
blizké efektivni pohyblivosti se pln¢ nerozdé€li ani po velmi dlouhé dobé¢. Jelikoz
je nutno zo6ny stabilizovat, pouZzivaji se ¢asto nosice, nejcastéji papir nebo gely.

a) Papirova elektroforéza

Jednd se o jednu z prvnich elektromigra¢nich technik, prvni prace byla
publikovana v roce 1950. Neni ideélni pro separace bilkovin a nukleovych kyselin
a dalsich velkych molekul, spiSe se uziva pro déleni nizkomolekularnich latek. Ve
srovnani s dal§imi technikami je dnes na ustupu. Pfistroje jsou konstruovany pro
nizké nebo vysoké napéti, s horizontalnim (Obrazek 2) nebo vertikalnim
uspotadanim (Obrazek 3). Zafizeni miize byt uzavieno k omezeni odpafovani.

baterie

dvé sklenéné
desticky

elektrolyt

II-
VoL
\ 7 1'& N T 7
\ \
linie nastfiku  filtra¢ni papir

Obrazek 2. Horizontalni uspotadani papirové elektroforézy s nizkym napétim

o

[ | = U

Obrazek 3. Vertikalni usporadani papirové elektroforézy s nizkym napétim
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b) Elektroforéza na membranach na bazi celulézy a jejich derivata

Vyhodou téchto nosi¢l je nizsi adsorpce analytd, a tim mensi tzv. chvostovani
ve srovnani s elektroforézou na filtracnich papirech. Pfistrojové usporadani je
obdobné jako pro papirovou elektroforézu.

¢) Tenkovrstva elektroforéza

Granulovany material je nanesen na desku, kde vytvofi uniformé¢ silnou
vrstvu. Pouzivd se praskova celuldza, granulovany Skrob, alumina, silikagel,
polyvinylchlorid a dalsi syntetické polymery, sklenénd vlakna atd. Metoda je
vhodna pro preparativni déleni.

d) Elektroforéza na gelech

Jako prvni byl pro elektroforézu na gelech vyuzit skrob, nyni se ale nejcastéji
pouziva polyakrylamidovy gel, ktery nejen omezi difuzi, ale miize se podilet i na
separaci vlastni interakci s analyty.

Na polyakrylamidové gely lze pohlizet jako na porézni média, ve kterych je
velikost porti srovnatelna s velikostmi délenych latek (Casto proteind a jinych
makromolekul). Déleni je pak uplatnénim sitového efektu zavislé nejen na
nabojové hustoté analytu (tj. poméru naboj/hmotnost), ale i na velikosti molekul.
Tj. dva proteiny odlisné relativni molekulové hmotnosti se stejnou nabojovou
hustotou budou pravdépodobné nepfili§ dobie oddéleny papirovou elektroforézou,
ale mohou byt dobfe déleny na polyakrylamidovém gelu diky sitovému efektu,
jenz zpomaluje pohyb vétsiho proteinu vzhledem k proteinu mensimu.

Polyakrylamidovy gel je chemicky inertni, stabilni v Sirokém rozmezi pH
(3 az 10), teploty a iontové sily. Velikost porti gelu je nastavitelnd v Sirokém
rozmezi zménou koncentraci monomerd (na rozdil od skrobovych geld). Hustota
a stupeil zesiténi jsou podstatné pro vysledné vlastnosti. Gel se pfipravuje
polymeraci akrylamidu v pfitomnosti bifunkéniho sitovadla
N,N’-methylenbisakrylamidu. Jako polymeraéni inicidtor se pouziva peroxosiran
amonny nebo riboflavin (iniciace svétlem), pro katalyzu polymerace se uziva
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin. NejCastéji pouzivané koncentrace jsou
v rozmezi 5 az 20 % (limitné 3 az 30 %) akrylamidu s 3 az 5 % sitovadla. Délit
lze peptidy a bilkoviny vrozmezi molekulovych hmotnosti od 2 000 do
~ 800 000 g-mol™'.

Gel mize byt vytvoren ve formé tyCinky (~50 az 100 mm x 5 mm) nebo desky
(~100 az 200 mm délka, 100 az 150 mm $itka a 1 az 3 mm tloustka).

Vyhodou ty¢inkového formatu ve srovnani s deskovym formatem je vétsi
kapacita gelu, snadnéjsi testovani mnoha rlznych separacnich podminek
najednou, napt. hledani nejvhodnéjsiho pH, a také moznost dvoudimenzionalniho
de€leni, pfiCemZ prvni dimenze je na tyCince, ktera se posléze pfilozi kolmo
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k desce a probéhne druhé déleni — takové uspotfaddani se pouzivd napiiklad
v proteomice pro déleni komplexnich smési bilkovin.

Vyhodou deskového formatu (Obrazek 4) ve srovnani s ty¢inkovym formatem
je moznost analyzy vice vzorkd (~25) najednou vedle sebe, jednodussi piiprava
gelu, spolecné se vzorky je mozno separovat i standardy za totoznych podminek,
teplo je snadnéji odvadéno a v neposledni fadé obdélnikovy tvar gelu umoziuje
snadné vyhodnocovani.

pufr

vzorky - =

gel mezi dvéma
sklenénymi deskami

Obrazek 4. Experimentalni uspotadani elektroforézy na gelu

Vétsina  studii  uzivajici  zoénovou  elektroforézu  bilkovin  na
polyakrylamidovych gelech uziva pufry vedouci k disociaci vSech proteinii na
jednotlivé podjednotky. Nejcastéji je pouzivan detergent SDS (dodecylsiran
sodny). Vzorek je denaturovan teplotou 100 °C v ptfitomnosti SDS a thiolového
¢inidla k redukci disulfidickych mustk. Pfi uvedenych podminkach vétSina
polypeptidi vaze SDS v konstantnim hmotnostnim poméru 1,4 g SDS na 1 g
polypeptidu. Vnitini naboj polypeptidu je nepodstatny ve srovnani s negativnim
nabojem SDS navazanym na polypeptid. SDS-polypeptidové komplexy tak maji
stejnou nabojovou hustotu a postupuji v polyakrylamidovém gelu vhodné
velikosti port vyhradné podle molekulovych hmotnosti. Tato technika je také
oznacovana jako SDS-PAGE (gelova elektroforéza s polyakrylamidem a SDS).

Zbénova elektroforéza nativnich proteind s pouzitim nedisociujicich pufrt je
vhodna tehdy, kdyz je cilem zachovat interakce podjednotek, pfirozenou
konformaci a biologickou aktivitu.
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Detekéni techniky
i) Detekce s vyuzitim UV zafeni

Monomerni akrylamid ma UV absorpéni pik s maximem pii vinové délce
280 nm, ale tento pik postupné mizi polymeraci. Polyakrylamidovy gel mé pak
relativné nizky absorp¢ni koeficient pii 270 nm, v analyzovaném gelu tedy nesmi
byt pfitomen monomer, pokud ma byt pouzita detekce UV zafenim. Nukleové
kyseliny maji vysoké absorp¢ni koeficienty, které nezavisi na slozeni bazi, takze
mohou byt snadno detekovany jak v agaru, tak v polyakrylamidovém gelu pfi
260 nm. Proteiny maji pfi 280 nm podstatné nizsi absorpéni koeficienty nez
nukleové kyseliny pti 260 nm, kromé toho je absorpéni koeficient pro kazdy
protein zavisly na jeho slozeni (na absorpénich koeficientech aminokyselin, ze
kterych je doty¢ny protein sloZeny). Ke skenovani geli se pouzivaji specialni
denzitometry.

i) Detekce s vyuzitim fluorescence

Separované latky jsou bud’ oznaCeny fluorescencni znackou a klasicky
detekovany, a nebo je UV absorbujici latka vizualizovana jako tmavy pas
v matrici, ke které byl pfidan fluorescencni chromofor, tj. fluorescencni zhaseni.

Polyakrylamidovy gel je sam o sob¢ fluorescencni material, jeho fluorescence
se objevuje pfi excitaci vinovou délkou 280 nm nebo 340 nm. Tyto vinové délky
jsou velmi blizké excitaénim vlnovym délkam nativnich a dansylchloridem
znafenych proteinti. Na druhou stanu polyakrylamidovy gel vykazuje nejvétsi
fluorescencni emisi pii 340 nm a 460-520 nm, coz jsou oblasti dostatecné mimo
emisni maxima nativnich i dansylchloridem znacenych proteinti. Kromé toho byly
vyvinuty postupy piipravy vedouci k nefluoreskujicim geltim.

iii) Detekce barvenim

Barveni makromolekul vhodnym barvivem je nejpouzivanéjsi metoda detekce
v gelové elektroforéze. Barvivo musi byt pevné vazano na separovanou
makromolekulu, a pfitom slabé interagovat se stabilizatnim médiem. Barvivo
mize byt selektivni, tj. obarvuje pouze danou skupinu makromolekul, nebo mtize
obarvovat nékolik skupin latek soucasné. Postup detekce je relativné jednoduchy:
gel je ponoien do roztoky barvici latky na jistou dobu, pak je nadbytek barviva
nenavazaného na separované latky vymyt. Protoze difize se zaCne projevovat
ihned po probehnuti elektroforézy, doporucuje se bud’ vysrazet proteiny na gelu,
nebo gel vysu$it. Lze uzit i pfidavku fixujicitho ¢inidla do barvici lazné.
Odbarvovani, vymyvani nadbyte¢ného, nenavdzaného barviva, je obvykle nejdéle
trvajici krok. Nejuzivanéjsi barviva: Coomassie Brilliant Blue, Amido Black.
Nejcitlivéjsi je pak barveni stiibrem.
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2.2 Metoda pohyblivého rozhrani

Smés separovanych slozek (smichand se zdkladnim elektrolytem) je
rozptylena v tak veliké ¢asti separacni kolony/prostoru, Ze pii dané délce kolony
nedojde k tplné separaci slozek smési. Prva zéona obsahuje nejpohyblivéjsi slozku
vzorku, pak nasleduje smésna zéna dvou nejrychlejsich slozek atd., na konci je

Cista nejpomalejsi slozka (Obrazek 1B).

Hranice mezi zonami jsou hlavné urceny koncentracemi a efektivnimi
mobilitami slozek vzorku a volbou anodického a katodického pufru. Hranice na
obou stranach mohou byt zonové elektroforetické nebo izotachoforetické podle
elektroforetické mobility anodického a katodického pufru a slozek vzorku.

Metoda je uzivana jen omezené, napf. pro testovani Cistoty substanci. Hranice
zon jsou detekovany fotometrickym a vodivostnim detektorem. D¢leni probiha
vétSinou v uzké trubici.

2.3 Izoelektricka fokusace

Princip metody spociva ve faktu, ze amfoterni makromolekuly vykazuji
nulovou pohyblivost v elektrickém poli v jejich izoelektrickém bod¢ — pl (protoze
tam maji celkové nulovy naboj) a maji tendenci se koncentrovat do uzké zony
v mistech, kde je hodnota pH okolniho média rovna jejich izoelektrickému bodu.
Proces izoelektrické fokusace probihd ve dvou krocich: 1. Vznik stabilniho
gradientu pH s tim, Ze hodnota pH vzristd od anody ke katodé, 2. Amfoterni
makromolekuly analytd se pohybuji do zon s pH odpovidajici jejich pl
snaslednym dosazenim stabilniho stavu, analyty jsou v zénach znacné
koncentrovany a vliv difuze je zasadné omezen.

Lze délit proteiny liSici se hodnotou pl o 0,0025. Katoda je ponofena do
roztoku silné baze a anoda do roztoku silné kyseliny, tim je zabezpeceno, ze
proteiny ponesou v blizkosti katody zaporny naboj a v blizkosti anody kladny
naboj (Obrazek 5). Vzorek proteini mize byt nanesen kamkoli mezi elektrody
a jednotlivé proteiny se budou pohybovat do zon s odpovidajicimi hodnotami pl.

Py =
katodi~ vzorek -I;nuda

.

[ ’ I
gel

pH>>7 s amfolyty pH<<7?

Obrazek 5. Experimentalni uspotadani izoelektrické fokusace
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Spojity gradient pH je vytvoten aplikovanim stejnosmérného elektrického pole
na smés amfoternich latek — amfolytl, které musi spliiovat podminku, ze pl
hodnoty slozek amfolytu jsou si blizké a pokryvaji urcitou vybranou skalu hodnot
pH. pH gradient je stabilizovan antikonvekénim médiem — matrici gelu, hustotnim
gradientem. Detekce délenych makromolekul je zaloZena na béznych postupech,
barveni a UV absorpci.

Nejrozsitenéjsi verze metody je izoelektrickd fokusace na polyakrylamidovém
gelu. Amfolyty (2 % w/w) jsou zabudovany do matrice gelu pfed polymeraci.
Kli¢ovou ulohu ma koncentrace gelu, ta je volena tak, aby vliv sitového efektu byl
minimalizovan. 3,75% gel s3,33% =zesiténim je vhodny pro izoelektrickou
fokusaci proteinid do relativni molekulové hmotnosti 800 000. Pro proteiny s nizsi
molekulovou hmotnosti se pouzivaji koncentrovanéj$i gely, které jsou
mechanicky odolngjsi a poskytuji ostiejsi zony délenych makromolekul.

2.4 Izotachoforéza

V této elektromigracni technice je vzorek umistén mezi dva rizné elektrolyty,
vedouci (leading, L) a koncovy (terminating, T). V jednom experimentu lze délit
jen ionty stejného znaménka, napt. anionty. Vedouci elektrolyt obsahuje anionty
pohyblivéjsi, nez je efektivni pohyblivost* (u;)er kteréhokoliv aniontu vzorku,
a kationty, u kterych se vyuziva jejich pufraénich schopnosti. Koncovy elektrolyt
obsahuje anionty o mens$i efektivni pohyblivosti nez je efektivni pohyblivost
kteréhokoliv aniontu ve vzorku. Zakladni podminkou pro izotachoforetickou

separaci je splnéni vztahu (2):

(ur)er > (Uidef > (Ur)es 2

Po vloZeni elektrického pole se jednotlivé latky vzorku oddéluji, pritom
anionty vedouciho elektrolytu stale zistavaji pied slozkami vzorku a anionty
koncového elektrolytu za nimi. Po uplném oddéleni latek dojde ke vzniku
,ustaleného stavu®, ktery je charakterizovdn tim, Ze jednotlivé latky jsou
rozdéleny do samostatnych, ostfe odd€lenych, ale na sebe pfimo navazujicich zon.
Na rozdil od predchazejicich metod v zonach latek vzorku nejsou anionty
zakladniho elektrolytu. Separace se obvykle provadi v uzké sklenéné nebo
plastové kapilafe bez stabilizujicich komponent. Pro déleni proteint lze také uzit
separace na acetatcelulozovém prouzku nebo na polyakrylamidovém gelu
s potlacenym  sitovym efektem, vysledky jsou obvykle srovnatelné
s izoelektrickou fokusaci, protoze proteiny jsou separovany podle hodnot pl,
avSak vyhoda izotachoforézy spociva v tom, Ze pfi ni nedochdzi k ptipadnému
srazeni proteind.

4 Pro latky tvofené vice formami, mezi nimiz dochézi k rychlém ustavovani rovnovahy
(napt. slabé elektrolyty) se zavadi tzv. efektivni pohyblivost, kterd je vazenym primérem
elektroforetickych pohyblivosti jednotlivych forem.
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Dynamika izotachoforetického déje

Pokud ma vzorek dveé slozky A a B s odlisSnymi efektivnimi pohyblivostmi
a soucasné plati vztah (3):

(Wr)er > (Uader > (p)er > (Hr)et » ©)
pak je splnéna zakladni izotachoforetickd podminka.

Vzorek je umistén mezi vedouci a koncovy elektrolyt. V prubehu separace se
z pfedniho rozhrani smésné zony vzorku oddéluje rychlejsi slozka a vytvari mezi
smésnou zénou a vedoucim elektrolytem L cCistou zénu slozky A. Za zadnim
rozhranim smésné zony vzorku se opozduje pomalejsi slozka a vytvaii mezi
smésnou zoénou a koncovym elektrolytem zoénu cCisté slozky B. V prubéhu
separace se Cisté zony A i B prodluzuji a smésné zona zkracuje, az po urcité dobé
dojde k uplnému rozdéleni slozek A a B. Tento stav, kdy mezi vedoucim
a koncovym elektrolytem jsou jen zony Cistych slozek A a B, se nazyva ustaleny
stav. Od tohoto okamziku se vSechny zony pohybuji stejnou rychlosti a neméni se
jejich délka (Obrazek 6).

\

oA

— A E————7 YT -

N EE—~u.

¢ — koncentrace jednotlivych latek, x — polohova soufadnice, ¢, aZ t; — Casy charakterizuji-
ci dobu separace (t; = podatek separace, t, = t; + At,...1; = t, + 5A1).

M-.8-1[] A28

Obrazek 6. Dynamika izotachoforetické separace latek A a B, (i) er > (Up)et
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Ustaleny izotachoforeticky stav

V ustaleném stavu vytvoii kazda slozka zénu o pfislusné koncentraci a tyto
zony migruji stejnou rychlosti (Obrazek 6, Cas # a ts). Skute¢nost, ze latka je pfi
danych experimentalnich podminkach v ustaleném stavu vzdy ve stejné
koncentraci, se uziva ke kvalitativni charakterizaci latek. Pro kvantitativni
stanoveni latek se vyuziva faktu, ze délka zony v ustaleném stavu je zavisla na
mnozstvi latky.

UZivané detektory

Detektory mohou byt umistény vné kapilary (bezkontaktni detektory), coz ma
vyhodu v tom, Ze elektrolyt neni v kontaktu s detekénim ¢idlem a nedochazi
k nezadoucim jeviim, nebo uvnitf kapilary (kontaktni detektory), ty jsou citlivéjsi
a maji lepsi rozliSeni, ale reprodukovatelnost odezvy je vétSinou nizsi.

Podle toho, jaké veli¢ing je odezva detektoru imérna, se rozlisuji univerzalni
a specifické detektory. Univerzalni detektory méfi nékterou vlastnost zony,
napiiklad mérnou vodivost, gradient elektrického pole, mnozstvi tepla uvolnéného
v zong, ktera je umérna efektivni pohyblivosti latky v zéné. Tyto detektory
poskytuji izotachoforegram, ktery ma schodovity pribéh (Obrazek 7). Pouzivaji
se bud’ bezkontaktni detektory (termicky nebo vysokofrekvenéni detektor) nebo
kontaktni detektory (vodivostni nebo gradientovy detektor).

Specifické detektory méfi danou vlastnost zony, kterd nesouvisi s efektivni
pohyblivosti latky v zoné, ale je pro latku charakteristickd. Odezva nema
schodovity pribéh, mize mit zcela rizné hodnoty v jednotlivych zoénach.

w7

Nejrozsitengjsi je ultrafialovy fotometricky detektor, polarimetricky detektor se
uziva pfi déleni enantiomerd.

hsh,

= S T

rel =

)

o+—— —

Obrazek 7. Schematické znazornéni izotachofdrégramu; R je odezva detektoru

35



Korespondenc¢ni Seminat Inspirovany Chemickou Tematikou, ro¢nik 13, série 4

Kvalitativni charakteristiky

K urCovani kvality se zpravidla uziva charakteristika spojena s efektivni
pohyblivosti. Takovou charakteristikou je pro latku i napiiklad velikost odezvy #;
univerzalniho detektoru v okamziku prichodu zény (Obrazek 7). Pokud neni
znama vyska zony, ale jen jeji pfirtistek, zavadi se pojem relativni vyska zony
(h)rel (rovnice (4)).

hi-hg

(hi)rel = he—hy, (4)

Kvantitativni charakteristiky

V ustaleném stavu je latka i pfitomna vzdy v adaptované koncentraci c;.
Kazdému mnozstvi latky i ve vzorku pfislusi uréity objem tohoto roztoku
obsahyjiciho latku i, ktery lze charakterizovat délkou zény /; v kapilafe nebo
délkou L; zony na izotachoforegramu. Ke kvantifikaci se vyuzivda metoda
externiho i interniho standardu.

Aplikace izotachoforézy

Déleni anorganickych i organickych kationtd, aniontl, komplexi,
aminokyselin, peptidi, proteint, nukleotid, sacharidid atd. Metoda je zejména
vhodna pro elektricky nabité latky s pomérem molekulové hmotnosti
ku efektivnimu néboji do 3000.

3. Elektromigrac¢ni metody v kapilare

Ve srovnani s elektromigracnimi metodami na deskach, které maji nizkou
ucinnost, dlouhou dobu analyzy a jsou obtizné automatizovatelné, maji
elektromigraéni metody v kapilafe (CE) fadu vyhod. Jednou z nich je napiiklad
maly polomér kapilar, ktery je sam o sobé antikonvektivni, coz umoziuje
provadéni elektroforézy bez pouziti nosicli za vysoké ucinnosti déleni (nicméné
nosice jsou pro nékteré techniky uzivany). Dalsi vyhodou je kratka doba analyzy
(obvykle minuty) a snadna automatizace.

3.1 Elektroosmoticky tok

Zakladnim rysem CE je existence elekroosmotického toku (EOF) kapaliny
v kapilare, ktery se vytvafi v disledku pfitomnosti fixovaného elektrického naboje
(vétsinou negativniho) na vnitini sténé kapilary po aplikaci elektrického napéti.
Protiionty (vétSinou pozitivni ionty) jsou poutany ke sténam kapilary
elektrostatickymi silami a kompenzuji naboj na sténach. Vznikd elektricka
dvojvrstva a v blizkosti stény kapilary se generuje elektricky potencial. Pokud je
aplikovano na kapilaru vnéjsi napéti, je difizni dvojvrstva uvedena do pohybu
smérem ke katod€. Protoze jsou kladné ionty v diftizni dvojvrstvé solvatované,
jejich pohyb strhava veSkerou kapalinu v kapilafe smérem ke katodé, tzn. také
neutralni molekuly jsou uvedeny do pohybu ve stejném sméru (Obrazek 8).
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Hnaci sila tvorici tok kapaliny v kapilafe, je rovhomérné rozprostiena podél
stény kapilary. V disledku toho nevznika uvnité kapilary tlakovy spad a tok
kapaliny je témét jednotny v celém prufezu kapilary. Plochy tvar toku je velmi
vyhodny, protoze pfimo nepfispiva k rozmyvani délenych zén. Toto je vyrazny
rys CE, kterym se 1i$i od chromatografie, kde je tok vytvofen externi pumpou
a kde je generovan tlak na koloné a profil rychlosti ma parabolicky charakter.
I v ptipadé¢ HPCE neni rychlost toku zcela stejna v celém profilu kapilary, velmi
tésn¢ podél stén je rychlost mensi. Zpomaleni toku u stén je vyvolano tfecimi
silami. Nicméné tato neuniformita toku je mald a k rozmyvani zon prispiva
nevyznamng. Rychlost toku a jeho profil jsou nezavislé na vnitinim priméru
kapilary az do ~ 200-300 pm, kdy dojde k naruseni profilu toku. Dal$im rysem
EOF je skutecnost, ze vyvolava pohyb téméf vSech latek, nezavisle na naboji,
vjednom sméru. Za béznych podminek, tzn. negativni povrch kapilary, EOF
sméfuje od anody ke katodé. Kationty se pohybuji v kapilafe ke katode
nejrychleji, nasledovany neutralnimi latkami, které se ovSem vzajemné nedéli,
a nakonec migruji anionty. Anionty byvaji unaSeny ke katodé, protoze jejich
elektroforeticka pohyblivost miize byt az o jeden fad nizsi nez je rychlost EOF.
Kationty, neutralni latky a anionty vedle sebe 1ze délit v jedné analyze.

Obrazek 8. Schematické znazornéni pofadi migrace latek v CE

3.2 Techniky vyuZivané v elektromigracnich metodach v kapilare

a) Kapilarni zénova elektroforéza

Jednd se o nejcastéji uzivanou techniku v CE, pii které je kapildra naplnéna
jen pufrem. Separace je dosazeno na zdkladé odlisné rychlosti migrace nabitych
latek. Lze rozd€lovat kationty a anionty v jedné analyze (pfispévek EOF).
Neutralni latky jsou koeluovany s EOF.

b) Kapilarni izotachoforéza

Tato technika je identicka s klasickou izotachoforézou.
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¢) Kapilarni izoelektricka fokusace

Tato technika je identicka s klasickou izoelektrickou fokusaci s tim rozdilem,
ze je tfeba EOF snizit, nebo Iépe, zcela eliminovat. Mohl by totiz vést k vymyti
amfolyti pfed ukoncenim fokusacniho kroku. Snizeni EOF je dosaZeno pomoci
kovalentni nebo dynamické modifikace povrchu kapilary. Modifikace kapilary
kromé& potlaceni EOF sniZzuje adsorpci peptidi/proteinti na povrchu kapilary.
Vzorek je vnasen do kapilary v pribéhu jejiho plnéni amfolyty, proto lze délit
podstatné vétsi mnozstvi latek, nez je obvyklé v jingych modech CE. Avsak srazeni
proteinti (jejich agregace), v dusledku jejich pfili§ vysoké koncentrace po
fokusaci, je limitujicim faktorem pro mozné mnozstvi déleného vzorku. Pro
obtizné délitelné proteiny se uzivaji kapilary plnéné gelem. Vyuziti této techniky
je predevsim pro méfeni pl peptidi/proteind a pro déleni izomerd proteint a jina
déleni, ktera jsou obtizné proveditelna jinymi metodami, napf. separace
hemoglobinti, imunoglobulint a dalSich biologicky vyznamnych latek.

d) Kapilarni gelova elektroforéza

Jde o obdobu gelové elektroforézy na deskach, separa¢ni mechanizmus je
totozny. Vyhodami kapilarniho uspofddéani je moznost uziti gell, které nejsou
antikonvektivni, diky uplatnéni antikonvektivnich vlastnosti kapilary. Lze pouzit
10 az 100x vyssi elektricka pole bez negativniho vlivu zahtivani gelu a detekce
lze provést piimo na kapilafe on-line se snadnou automatizaci. Preparativni déleni
je provadéno na kapilarach s vnitinim primérem od 100 do 200 pum, za nizsich
napéti. Analyzy jsou pom&rné rychlé. Aplikaci naléza tato technika piedev§im
v oblastech molekularni biologie pfi sekvenaci a analyze proteinti.

e) Micelarni elektrokineticka chromatografie

Micelarni elektrokinetickd chromatografie je hybridni technika spojujici
elektroforézu s chromatografii. Metoda byla objevena v roce 1984 (Terabe) a dnes

vvvvvv

prednosti MEKC je schopnost délit nejen nabité latky, ale i neutralni molekuly.

Separace neutralnich latek je dosazena pfidanim povrchové aktivniho ¢inidla
v mnozstvi prevySujicim kritickou koncentraci do elu¢niho pufru. Piekroceni
kritické koncentrace (napf. pro SDS 8~9 mmol/l) vede k tvorbé agregatii, micel
jednotlivych molekul smacedla. Micely jsou sférické utvary s hydrofobnimi
¢astmi orientovanymi do stfedu téchto utvart. Tato orientace zamezuje interakci
hydrofobnich fetézct s hydrofilnim prostfedim elucniho pufru. Naopak nabité
¢asti molekul povrchové aktivnich latek se nachazi na povrchu micely. Interakce
mezi neutralnimi analyty a micelami jsou odpovédné za separaci. PouZzivana
povrchové aktivni ¢inidla vétsinou nesou kladny nebo zaporny naboj, podle toho
se pak pohybuji danym smérem ve srovnani se smérem EOF (Obrazek 9).
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Aniontovd smacedla (SDS) migruji k anodég, tzn. proti EOF. Protoze EOF je
obvykle rychlejsi (pii neutralnim a bazickém pH) nez elektroforeticka pohyblivost
micel, vysledny smér pohybu micel je v souladu s EOF, tj. ke katodé. V pribéhu
pohybu kapildrou interaguji analyty s micelami, podobné jako pfi chromatografii
se stacionarni fazi, hydrofobni a elektrostatickou interakci. Pro neutralni latky je
za separaci odpovédno jen jejich rozdélovani mezi pufr a micely. Latky neutralni
a hydrofobni siln¢ interagujici s micelami jsou eluovany az za neutralnimi
hydrofilnimi analyty interagujicimi s micelami jen slabé. Technika se uziva pro
déleni nabitych, nenabitych, hydrofilnich i hydrofobnich analyti. Aplikace
zahrnuji napf. déleni aminokyselin, nukleotidl, vitamind, 1é¢iv, aromatickych
uhlovodiku, slozek vybusnin.

()~ = aniontovy detergent (SDS) :> elektroosmoticky tok (EOF)

- analyt - clcktroforetickd migrace

Obrazek 9. Schematické znazornéni principu separace pomoci micelarni
elektrokinetické chromatografie

3.3 Detekce

Detekce v CE je komplikovana velmi malym prifezem kapilary. Tato
skuteCnost je divodem, pro¢ analyzované vzorky musi byt pomérné
koncentrované a technika neni obvykle vhodnd pro stopovou analyzu.
Nejpouzivanéjsim detektorem je UV/VIS spektrometr, ale $kala detektord, které
jsou uzivany, je zhruba stejné Siroka jako v kapalinové chromatografii.

4. Seznam symboli

U elektroforetickd pohyblivost

v rychlost

E intenzita elektrického pole

hi velikost odezvy detektoru pro slozku i

hi velikost odezvy detektoru pro vedouci elektrolyt
hr velikost odezvy detektoru pro koncovy elektrolyt

(Wi)et efektivni pohyblivost latky i
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