Biofyzika — laboratorni cviceni



Cviceni z biofyziky

. A) Stanoveni koncentrace glukosy polarimetricky

B) Mutarotace glukosy

C) Refraktometrie

. A) Potenciometrické stanoveni disociacni konstanty
B) Kapacita pufru

. A) Stanoveni viskozity tlaénym viskozimetrem

B) Laserova difrakce + Nefelometrie

. A) Kriticka micelarni koncentrace

B) Konduktometrické hodnoceni kvality vody

. A) Stanoveni izoelektrického bodu kaseinu

B) Méreni teploty téla

C) Stanoveni rychlostni konstanty rozpousténi pevné latky
. Adsorpce na aktivnim uhli



Laboratorni technika

Predvazky; presnost ca 0,01 g

Odmeérovani roztoku
orientacni priblizné




Polarimetrie

Opticka otacivost

je schopnost chiralnich latek stacet
smér Sireni
paprsku

smér Sireni

rovinu polarizovaného svétla. paprsk

bé&Zné, nepolarizované, zareni polarizované zareni
jako optické izomery se oznacuji skupiny latek, které maji stejny
sumarni vzorec (tzn. jejich atomarni slozeni je shodné), liSi se

prostorovym usporadanim atomu, uspordadanim skupin na tzv.
chiralnim atomui.

dvojice optickych antipodU se rozliSuji symboly R a S, v pripadé
sacharidl a aminokyselin pak L a D.

rozdilné optické izomery mohou rozdilné interagovat s

enzymy, jejich ucinky na zivy organismus mohou byt odlisné
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Polarimetrie

Mutarotace

zmeéna optické rotace redukujiciho sacharidu ve vodném prostredi,
vyvolana zmeénou absolutni konfigurace na poloacetalovém uhliku
(C1 u aldos, C2 u ketos). V roztoku sacharidu k ni dochazi
samovolné. Dosazeni rovnovahy mezi anomery (a- a B-formou)
muze byt urychleno.

V roztoku prechazi glukéza do cyklické hemiacetalové formy s
Sesticlennym kruhem (pyrandza), ktera v rovnovazném stavu za
laboratorni teploty 20 °C obsahuje dva anomery, liSici se orientaci
hemiacetalového hydroxylu: 36 % oa-glukopyrandézy a 64 % -
glukopyranozy.
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Polarimetrie

Meéreni optické aktivity (otacivosti) latek

Nékteré krystaly a nékteré kapaliny maji schopnost stacet polarizacni
rovinu linearné polarizovaného svétla. Tento jev se nazyva rotacni
polarizace a prislusné latky se nazyvaiji opticky aktivni.

V dusledku optické aktivity latky vzorku dojde ke stoceni roviny
polarizace o uUhel a, ktery obecné zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech dané latky, koncentraci mérené latky v roztoku a délce
trubice s roztokem. Pro stanoveni tohoto uhlu slouzi tzv. analyzator

(druhy linearni polarizator), jehoZz natocenim muzZeme stanovit Uhel a.

Smeér Sifeni svétla

E
L
P N / N ,'f‘_"__‘ - P 7N 7 X /."'W
y 5 /7 A /A A , FIION
/ ‘\ / / ! A " [ ' ] \ 117/ M A
| \ | | / v, S G
{ ' \ ] | ] \ f ) &
\ / 1 ' ' ' | | \ r 7Y/ A R
o ) 1 ! ) t { V7 7/A g
~ R f } I \ \ [} \ ," ! .
) 1 W \ ' \ \ [ « oy
E b \ ’ ‘ ! / XN
< e o WY, gt N N/
oy e . e 1
Zdroj Normalni Polarizator Polarizované Trubice obsahuijici roztok s Polarizované Analyzator Detektor
J
svétla (nepolarizované) svétlo chiralni slou¢eninou svétlo (popft. oke

svétlo (pootocené)



Refraktometrie

Monochromatické svétlo, které prochazi z jednoho prostfedi do druhého, méni svou
rychlost. Pomér rychlosti svétla ve vakuu ku rychlosti svétla v dalSim prostredi se nazyva

absolutniindex lomu.
C

n=-
v

Relativni index lomu predstavuje pomér rychlosti svétla ve vzduchu ku rychlosti svétla
v dalSim prostredi a odpovida poméru sinusu Uhlu dopadu a sinusu Uhlu lomu na

rozhrani prostredi.
v sina

n= A — 1
(%] Sinay

Rychlost svétla ve vzduchu a ve vakuu se lisi pomérné malo, proto lze index lomu na

rozhrani zkoumané latky a vzduchu povazovat prakticky za absolutniindex lomu.
3. 4. 5.
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Popis jednotlivych ¢asti refraktometru:

1. podlozka se stupnici

2. odklapéci uzaveér

3. Sroub na nastaveni nulové hodnoty
4. zrcadlova komora

5. okular

7




Potenciometrie

Stanoveni disociacni konstanty
Disociacni konstanta je jednou ze zakladnich charakteristik 1écCivé latky
(ovlivnéni rozpustnosti a vstrebatelnosti v riznych ¢astech GITu).

Stanoveni kapacity pufru

Presna regulace pH v Voltmetr

organismu je nezbytna Z@

(ovlivnéni vlastnosti bilkovin AE

véetné  aktivity enzymu,

transportnich  mechanismd,

vlastnosti membranovych e et
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Viskozita

VSechny kapaliny jsou nedokonale tekuté, protoze pri vzajemném
pohybu jejich casti prekonavaji urcité vnitrni treni. To je zavislé na
teploté, chemické povaze latky a koncentraci roztoku. Dynamicka
viskozita n (éta) tedy udava odpor, ktery kladou dvé sousedni vrstvy
kapaliny pfi vzajemnému pohybu.

T =n*D 1-—tefnénapéti; D —gradient rychlosti dv/dy

n= k (pkuliéka o pvzorek) t [Pa' S]

Kinematickd viskozita v =n/p

v=A.t.10° [m2.s1]
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Pro méreni pseudoplastickych kapalin lze vyuzit tlacny viskozimetr.
Zdanliva viskozita zavisi na velikosti rychlostniho gradientu — ovlivhéno
hmotnosti zavazi (m)

)

n=k-m-t T — pratanen
_____ Newtonska
kapalina /
/
O S 0 dv™
dy
t. ’ 1 i —_— Pselzldogla_lastické
: . T Newth:nské
[ kapalina
Ty
u 14
i
o
)
0 dv
L 3 =




Wﬁﬁi‘ R
i s sy S5

Kriticka micelarni koncentrace

e
& T e . Spherical Micelle
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Kritickd micelarni koncentrace zavisi

na délce a strukture uhlovodikového
retézce

na vlastnostech hydrofilni skupiny

na vlastnostech protiiontd vzniklych
disociaci (u ionogennich micelarnich
koloid()

na pritomnosti dalSich latek v roztoku
na teploté a tlaku

Cylindrical Micelle Bilayer
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Konduktometrie
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R = odpor, () o o
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Stalagmometrie

Kriticka micelarni koncentrace: pfi urcité koncentraci tenzidd (povrchové
aktivni latky) dojde ke vzniku micel = ndhla zména povrchového napéti.

Stalagmometrie spociva ve zjisteni hmotnosti kapky, ktera se utvori na konci
kapilary. V okamziku odtrzeni kapky od usti stalagmometru je sila
povrchového napéti rovna tihové sile kapky:

mg = 27r G

m,g = 27'5['61 Triq g
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Adsorpce

Adsorpce je samovolny déj (snizeni energie systému => exotermicky dé&j).

Dochazi k adsorpci na kapalny nebo pevny povrch (porézni latky maji
velky vnitfni povrch) .

Adsorbent - pevna latka s velkou adsorpcni kapacitou (velky specificky
povrch).

Fyzikalni adsorpce - molekuly jsou k povrchu pevné latky vazany
fyzikalnimi silami (nespecificka).

Chemisorpce - molekuly jsou vazany s molekulami povrchu adsorbentu
chemickou vazbou (specificka).

Adsorpéni izoterma - zavislost adsorbovaného mnozstvi latky na
parcidlnim tlaku adsorbujici se slozky v plynné fazi (nebo koncentrace v
ka palné féZ|) @ | Freundlichova a Langmuirova

1Izoterma T izoterma

T T e —————————

—»/7 —>[7



Adsorpce

Adsorpci z roztoku lze pozorovat napfr. u organickych barviv. Prida-li se k
jejich roztoku aktivni uhli, dojde po protrepani k adsorpci ¢asti barviva na
jeho povrch a po odfiltrovani je proto zabarveni roztoku méné intenzivni.
Po dostatecné dlouhé dobé styku barviva s povrchem adsorbentu se
ustavi adsorpcni rovnovaha. Poté je mozné pri konstantni teploté vyjadrit
zavislost adsorbovaného mnozstvi barviva a na jeho rovnovainé
koncentraci ¢ v roztoku Langmuirovou adsorpcni izotermou.

Hodnoceni adsorbce na zakladé méreni absorbance.

Collimator Wavelength Selector Detector
(Lens) (Slit) (Photocell)
" A\l Io It
Digital Display
Light source Monochromator Sample or Meter

(Prism or Grating) Solution
(in Cuvette)



Laserova difrakce

Vyuziva jevu Sireni svetla do geometrického stinu cCastice, kde dochazi k
vytvoreni difrakéniho obrazce s typickymi maximy a minimy intenzity.
Metoda pro urcovani velikosti castic.

tan®_ =- tan6. =sinb, =6~
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Nefelometrie

Vyuziva rozptylu svétla pri prichodu koloidni nebo disperzni soustavou
a méri jeho intenzitu v kolmém sméru na plvodni smér zareni. Inverzni
metodou k nefelometrii je turbidimetrie (méri ubytek intenzity zareniv
primém sméru). Intenzita rozptyleného svétla zavisi na vinové délce

svetla, velikosti a koncentraci ¢astic.
Turbidita se obvykle vyjadfuje v NTU (nephelometric turbidity units).

Metody se uplatnuji napriklad pri hodnoceni Cistoty vody nebo
vyhodnocovani imunoprecipitacnich reakci vimunochemickych
metodach (komplex antigen-protilatka)

nefelometrie

turbidimetrie

VZorek




Stanoveni izoelektrického bodu

v

V izoelektrickém bodé je koloidni
systém nejméné stabilni — dochazi
ke koagulaci (kladné a zaporné
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Stanoveni rychlosti rozpousténi

100

d

Rozpousténi (disoluce) pevnych substanci — - /

disolucni profil. s L
Rychlost rozpousténi ovliviuje vstrebavani

a biodostupnost IécCivé latky.
Rizené uvolfovani 1é¢&iv. — hodnoceni
kinetiky uvolnovani. o
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Disoluce je nezbytny test pri vyvoji pevné lékové formy a je pouzivana:

» Pro optimalizaci vyrobnich podminek (koncentrace, technologické
parametry vyroby, vybér nejvhodnéjsSich pomocnych latek).

» Pro ovéreni kvality pripravkt a vybér vhodnych vzork( na dalsi testovani
(napf. klinické testy, bioekvivalence).

» Pro odhad mechanismu uvolnovani z |ékové formy

» Pri stabilitnich studiich (napf. pfipravky s fizenym uvolfovanim)



Vyhodnoceni — titracni krivka

Derivace funkce a jeji vyuziti

Pr. Urceni bodu ekvivalence (inflexniho bodu)

V[ml] 20,2 20,3 20,4 20,5 20,6 20,7 20,8 20,9 21 21,2
pH 3,37 3,77 4,49 6,58 9,38 10,17 10,43 10,58 10,76 10,94
pH 0,4 0,72 2,09 2,8 0,79 0,26 0,15 0,18 0,18
pH™ 0,32 1,37 0,71 -2,01 -0,53 -0,11 0,03 0
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Vyhodnoceni — titracni krivka

Derivace funkce a jeji vyuziti

Pr. Urceni bodu ekvivalence

V[ml] 20,2 20,3 20,4 20,5 20,6 20,7 20,8 20,9 21 21,2
pH 3,37 3,77 4,49 6,58 9,38 10,17 10,43 10,58 10,76 10,94
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