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ABSTRAKT 
 

Práce se zabývá testováním vsádkového typu čipového mikrokalorimetru nazývaného také 

IC-kalorimetr. Přístroj byl vyvinut na Technické Univerzitě ve Freibergu Dr. Lerchnerem. 

Jedná se o typ kalorimetru, který není komerčně dostupný, a proto bylo nutné provést řadu 

experimentů, které přispějí k detailnějšímu popisu a k dokonalejší znalosti zařízení, ke 

spolehlivému měření a vyhodnocování výsledků a nahradí tak absenci dostupné literatury. 

Hlavní měřící jednotkou kalorimetru je komerčně dostupný čip NCM-9924 dodávaný firmou 

Xensor Integration. Charakteristickou veličinou popisující každý čip je citlivost, kterou lze 

považovat za kalibrační konstantu. Studovanými parametry ovlivňujícími citlivost čipu, 

přesnost a správnost měření byly teplota, objem reakční směsi, intenzita vlhčení  kroužku, 

individuálnost čipu, temperační doba a tloušťka membrány. Bylo zjištěno, že na stabilitu  

výstupního signálu mají největší vliv charakter látky na čipu a teplota.  

 

Získané poznatky byly využity ke studiu tří enzymatických reakcí: ureázy s močovinou, 

invertázy se sacharózou a trypsinu s a Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem. U 

těchto reakcí byly stanoveny reakční entalpie za různých podmínek a studovány vlivy 

koncentrací enzymu a substrátu, pH, složení pufrů a teploty na rychlost reakcí. Všechny 

uvedené faktory významně ovlivňují rychlost enzymatických reakcí.  
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ABSTRACT 
 

The work deals with testing of the batch type chip microcalorimeter otherwise known as IC-

calorimeter. Calorimeter was developed at the Technical University of Freiberg by Dr. 

Lerchner. This type of calorimeter is not commercially available and it was necessary to make 

a lot of experiments that would contribute to more detailed description and complete 

knowledge of the equipment, to reliable measurement and evaluation of results and replace 

the lack of available literature. The main measuring segment of the calorimeter is a 

commercially available chip NCM-9924 supplied by Xensor Integration. The characteristic 

quantity describing of each chip is the sensitivity, which can be regarded as a calibration 

constant.  Temperature, reaction mixture volume, intensity of wetting of the ring, the 

individuality of the chip, tempering time and thickness of the membrane were the studied 

parameters affecting sensitivity of the chip and accuracy of measurements. It was found that 

the character of the substance and the temperature have the greatest influence on the output 

signal stability. 

 

The gained findings were utilized  to studying of three enzymatic reactions: the reaction of 

urease with urea, sucrose with invertase and trypsin with the Nα-benzoyl-L-arginine-p-

nitroanilide hydrochloride. Enthalpy of these reactions under different conditions was 

determined and effects of enzyme and substrate concentrations, pH, buffer composition and 

temperature on reaction rate were studied. All these factors significantly influence the rate of 

enzymatic reactions. 
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1 KALORIMETRIE  
 

Tato experimentální technika se zabývá měřením energie ve formě tepla. Jelikož různé druhy 

energie, např. zářivou energii, elektrickou či chemickou energii lze za vhodných podmínek 

převést kvantitativně na teplo, je možné kalorimetrické metody využívat ve fyzice, chemii a 

biologii. Všechny fyzikální, chemické či biologické děje jsou doprovázeny změnou entalpie, 

což dává kalorimetrii universální využití. Pojednává o ní řada odborných publikací, při 

sepisování této části disertační práce bylo čerpáno především z práce [1].  

 

Počátky kalorimetrie se datují ke konci 18. století a jsou spojeny se jmény Laplace a 

Lavoisier. Vývoj moderních kalorimetrických metod úzce souvisel s vývojem teplotních 

čidel, jako jsou např. termistory. Dalšími důležitými obory pro rozvoj v oblasti kalorimetrie 

jsou polovodičová technika v měřicích a regulačních zařízeních a stejně jako u všech 

ostatních metod využití počítačů pro řízení experimentů a vyhodnocení naměřených dat. 

 

Princip kalorimetrie 

 

Měřená energie se převede na teplo Q (J), které se změří na základě zvýšení teploty T podle 

vztahu /1/: 

                                                            TCQ k                                                                    /1/ 
 

Tepelná kapacita kalorimetru Ck (J.K-1) závisí na uspořádání měření. Ke stanovení tepelné 

kapacity je nutné kalorimetr kalibrovat. Kalibrace se provádí tak, že se do systému dodává 

známé množství tepla a měří se změna teploty. Většinou se kalibrace provádí elektrickým 

ohřevem. Do reakční nádoby kalorimetru se vloží topné tělísko s odporem R (Ω), které se 

připojí ke stabilizovanému zdroji proudu I (A). Pak se změří čas t (s), po který bylo připojeno 

ke zdroji proudu. 

Množství tepla se pak vypočítá podle známé rovnice /2/: 

 

                                                    tIRtUIQ 2                                                             /2/ 
 
Dodané teplo do systému se však ztrácí, pokud se teplota kalorimetru (Tc) liší od teploty okolí 

(Ts). Vzniklý teplotní rozdíl sc TTT   vyvolá tepelný tok, který vede k vyrovnání obou 
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teplot. Pokud se kalorimetr umístí do termostatu, pak je teplota Ts konstantní a tepelný tok je 

možno popsat Newtonovým ochlazovacím zákonem /3/: 

 

                                            )TT(CTCT
dt
dQ

sc                                 /3/ 

 
kde  1KW  je tepelný tok vztažený na jeden Kelvin,  1s  je ochlazovací konstanta a 

 1KJC  je tepelná kapacita. 

 

Podle toho, jak se přistupuje k tomuto rozdílu teplot T , liší se experimenty svým 

uspořádáním. Na základě hlediska výměny tepla se kalorimetrie člení na: 

 izoperibolické; 

 adiabatické; 

 izotermní; 

 s tepelným tokem. 

 

1.1 Izoperibolická kalorimetrie 
 

Konstantní teplota okolí Ts u izoperibolických kalorimetrů je obvykle realizována pomocí 

vodního termostatu, který představuje obal kalorimetru s odpovídající izolací proti tepelným 

ztrátám (Tc se mění, Ts je konstantní). I při velmi dobré tepelné izolaci není možno zanedbat 

tepelný tok mezi kalorimetrickou nádobou a okolím, zvláště pak v případech, kdy děj trvá 

delší dobu. Obvykle se proto izoperibolické kalorimetry používají pro děje, které jsou 

ukončeny do 10 – 15 minut. 

 

Kvalitu tepelné izolace lze vyjádřit ochlazovací konstantou  , kterou je možné vypočítat 

z kalibračních dat teplota-čas. Ochlazovací konstanta, kterou lze vypočítat z integrovaného 

tvaru Newtonova ochlazovacího zákona, umožní korekci experimentálně naměřených dat.  
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1.2 Adiabatická kalorimetrie  
 

Při tomto uspořádání je třeba zajistit, aby teplota reakční nádobky a obalu kalorimetru byly 

v každém okamžiku stejné. Toho se dosáhne použitím tzv. adiabatického pláště. Nulový 

teplotní rozdíl mezi kalorimetrickou nádobou a pláštěm je regulován pomocí elektrického 

ohřevu (Tc = Ts, obě teploty se mění).  

 

1.3 Izotermní kalorimetrie 

1.3.1 Použití tepelného spotřebiče 
 

Tepelný tok je v tomto případě odstraněn pomocí tepla fázového přechodu. Teplo, uvolněné 

nebo spotřebované při sledovaném ději, se převede do tepelného spotřebiče, kde způsobí 

částečnou fázovou změnu látky, kterou je spotřebič naplněný. Tepelný efekt se pak projeví 

jako objemová změna látky v tepelném spotřebiči. Přepočet mezi změnou objemu a teplem 

v Joulech se stanoví při elektrické kalibraci kalorimetru. Jako příklad je možné uvést 

Bunsenův tzv. „ledový kalorimetr“, který je naplněn směsí ledu a vody zbavené vzduchu a 

pracuje při teplotě fázové přeměny vody. Použitím jiných vhodných látek se může měřit i při 

jiných teplotách.   

 

1.3.2 Použití vhodné kompenzace 
 

Izotermní podmínky při měření se realizují tak, že teplotní efekt při sledovaném ději se 

kompenzuje známým tepelným efektem s opačným znaménkem tak, aby teplota 

v kalorimetrické nádobce byla konstantní. U endotermních dějů dochází k ochlazování 

kalorimetrické nádobky a tento pokles teploty se kompenzuje pomocí teplotního ohřevu. Měří 

se výkon topného tělíska jako funkce času. Plocha pod křivkou závislosti výkon-čas je rovna 

celkovému kompenzačnímu efektu. Pro exotermní děje se využívá tepelné čerpadlo, které 

udržuje teplotu nádobky na konstantní hodnotě. Jako tepelné čerpadlo se často používá 

Peltierova baterie. Měřenou veličinou je proud protékající baterií, který je nutný k ochlazení 
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kalorimetrické nádoby na původní hodnotu. Výsledný kompenzační efekt je plocha křivky 

závislosti proud-čas. 

Výhodou této metody je, že do výpočtů nevstupuje tepelná kapacita kalorimetru. Výhodné je 

to zejména při měřeních, kde během sledovaného děje dochází ke změnám tepelné kapacity 

(např. při směšovacích dějích). 

 

1.4 Kalorimetrie s tepelným tokem 
 

V tomto případě je měřenou veličinou tepelný tok. Obvykle se pracuje s velkým tepelným 

tokem 
dt
dQ , který je podle Newtonova ochlazovacího zákona úměrný ∆T. Při velkém 

tepelném toku je měřená veličina T  velmi malá, proto se označuje jako „Quasi-izotermní“ 

kalorimetrie s tepelným tokem. Na počátku měření je teplota termostatu a kalorimetrické 

nádoby stejná, tj. 0T . Na konci měření je veškeré teplo vyměněné v kalorimetrické 

nádobce odevzdáno termostatu a T  je opět nulové. Plocha pod křivkou závislosti T - čas  

pak odpovídá celkovému množství tepla vyměněného během sledované reakce. 

 

1.5 Další hlediska dělení kalorimetrů 

1.5.1 Počet kalorimetrických nádobek  
 

Citlivost kalorimetrické metody je dána stabilitou měřeného signálu, která je ovlivněna hlavně 

kolísáním teploty v kalorimetru. Citlivost se podstatně zvyšuje konstrukcí tzv. zdvojeného 

(diferenčního) kalorimetru, který je opatřen dvěma stejnými kalorimetrickými nádobami, jež 

jsou umístěny ve stejném termostatu. Kolísání teploty termostatu tak ovlivňuje obě nádoby 

stejně. V jedné nádobě probíhá sledovaná reakce a v druhé je inertní obsah se stejnou 

tepelnou kapacitou, např. stejné množství použitého rozpouštědla. Jako výstupní měřený 

signál je teplotní rozdíl mezi oběma nádobami. Takto lze snížit kolísání signálu na nižší 

hodnoty, než je regulační přesnost teploty v termostatu, čímž lze dosáhnout citlivosti až 10-6 

K nebo 10-6 W. Použitím diferenčního uspořádání se eliminují rušivé tepelné efekty. 
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1.5.2 Mikrokalorimetrie 
 

Rozvoj polovodičové techniky umožňuje sledovat malé tepelné toky, které byly dřívější 

technikou nezaznamenatelné (i při použití diferenční kalorimetrie). Mikrokalorimetrie se 

používá k měření termodynamických vlastností kapalin v množství vzorku v řádu l . Měřící 

jednotkou je křemíkový čip, na jehož aktivní oblasti (membráně) dochází k ustavování tepelné 

rovnováhy. Do trojrozměrné struktury čipu je zabudována membrána, která plní hned tři 

funkce: termočlánek, ohřívač a „držák“ vzorku. Výhoda mikrokalorimetrie spočívá v časové, 

materiální, ale také ve finanční úspoře.  

 

1.5.3 Kontinuální titrační kalorimetrie 
 

Teplo spotřebované či uvolněné při chemické reakci je přímo úměrné reakčnímu obratu. To 

umožňuje sledovat průběh reakce měřením teplotních změn v kalorimetrické nádobce. Tvar 

závislosti T – t je závislý na hodnotě rovnovážné konstanty probíhající reakce. Titrační 

kalorimetrie umožňuje stanovit bod ekvivalence, reakční entalpii a rovnovážnou konstantu 

reakce.  

 

Při titrační kalorimetrii lze použít adiabatickou, izoperibolickou a izotermní pracovní 

techniku. Ve všech případech je nutné pečlivě temperovat titrační činidlo. To lze zajistit 

použitím automatických byret s temperovaným pláštěm. Je výhodné umístit celé zařízení do 

vzdušného termostatu. 

 

1.5.4 Kontinuální směšovací kalorimetrie 
 

Přesné měření směšovacích entalpií kapalin lze provést pouze za nepřítomnosti parní fáze nad 

kapalnou směsí, neboť výparné eventuelně kondenzační efekty zatěžují naměřené výsledky 

chybami. Jedna z metod, při níž lze provádět směšování bez parní fáze, je tzv. „přetoková 

metoda“. Při této metodě se pracuje s uzavřenou kalorimetrickou nádobkou o konstantním 

objemu a vzniklá směs se ponechá volně odtékat z kalorimetru.  
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Uvolněné směšovací teplo je kompenzováno Peltierovou baterií. Pokud je děj endotermní, je 

nutno na kalibrační odporové tělísko vložit určité konstantní napětí. Vloženému napětí 

odpovídá určitý konstantní proud, který způsobí ohřívání obsahu nádobky. Měřenou veličinou 

je proud, procházející Peltierovou baterií, potřebný ke kompenzaci uvolněného tepla 

v kalorimetrické nádobce, v závislosti na čase. Integrací plochy pod křivkou proud–čas lze 

vypočítat směšovací entalpii. 

 

1.5.5 Průtoková kalorimetrie 
 

Průtoková kalorimetrie je dynamická měřící metoda, při níž se dva pečlivě termostatované 

proudy dvou kapalin mísí ve směšovací komůrce, která musí zajistit homogenizaci směsi 

během co nejkratší dráhy. Teplota vzniklé směsi se porovnává za ustálených podmínek 

s některou z kapalin před míšením. 

 

Rušivý vliv kolísání teploty v termostatu lze odstranit diferenčním měřením. Při diferenčním 

měření je ve srovnávacím průtokovém systému výsledná směs, která je vytemperovaná na 

teplotu termostatu. Výstupním signálem je rozdíl teplot mezi reakční a srovnávací trubicí. 

 

1.5.6 Termokinetická měření 
 

Reakční teplo uvolněné v časovém úseku t = 0 a t je úměrné koncentraci reakčních produktů 

vzniklých v tomto časovém úseku. Jelikož je každá chemická reakce doprovázena výměnou 

tepla, lze tuto metodu aplikovat téměř na všechny chemické či biochemické děje.  
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2 MIKROKALORIMETRIE 

2.1 Obecný úvod 
 

V klasické kalorimetrii jsou jednotlivé díly zařízení, jako měřící kelímky, termočlánky a 

ohřívače, vyrobeny jemným obráběním a ručně smontovány dohromady. To však vede 

k takovým charakteristikám těchto přístrojů, jako jsou například určitá časová odezva či 

minimální množství vzorku nutné k uskutečnění měření.  

 

V některých případech nastávají podmínky, jež vyžadují, aby byly analýzy prováděny rychleji 

nebo s menším objemem analyzovaného vzorku. Z tohoto důvodu byly vynalezeny 

kalorimetrické křemíkové čipy s integrovanými obvody, které současně plní funkci 

kalorimetrické nádobky, ohřívače a termočlánku. Díky tomu může být kalorimetr mnohem 

menší, rychlejší, což umožní analýzu menších vzorků s větší rychlostí. 

 

Existují dva základní typy měření na čipovém kalorimetru: aktivní a pasivní. Při pasivním 

měření je střed membrány, tzv. aktivní oblast, zahřívána a vzorek v této oblasti je ohříván na 

požadovanou teplotu. Nebo lze provádět řízený ohřev vzorku specifickým teplotním profilem 

(při předurčené rychlosti změny teploty) a pozorovat chování vzorku při teplotních změnách. 

 

Při aktivním měření výstupního napětí z termočlánků je měřen tepelný výstup procesu. 

Ohřívače mohou být s výhodou použity ke kalibraci.  

 

Konstrukce kalorimetrických čipů umožňuje oba typy měření. Typický kalorimetrický čip 

obsahuje tenkou membránu, která je zasazena do 0,5 mm tenkého křemíkového rámu. Nárůst 

teploty se měří pomocí termočlánků umístěných ve středu membrány. S ohledem na 

konstrukci jsou ohřívače integrovány okolo středu membrány a používají se k dosažení 

požadované teploty v aktivní oblasti. 

 

Většina mikrokalorimetrů popisovaných v této části práce byla vyvinuta na Katedře fyzikální 

chemie TU Bergakademie Freiberg v Německu, s níž má Katedra anorganické technologie 

dlouhodobou spolupráci. Tyto kalorimetry byly optimalizovány pro měření malých množství 
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energií řádově v mikrojoulech a pro velmi citlivá zařízení v nanojoulech [2]. Tyto vysoké 

hodnoty citlivosti umožňují zkoumání tepelných přechodů nanomateriálů [3-6], biologických 

systémů [7-13], polymerů [3,4,14,15], hořlavých plynů [16,17] a mnoho jiných aplikací. Pro 

dosažení vysoké citlivosti nano a mikrokalorimetrů byly zhotoveny nitrido-křemíkové 

membrány vsazené do křemíkového rámu. Vysoká citlivost a rychlá odezva umožňují měření 

vzorků v řádech minut [18-27]. Tenká membrána je velmi křehká a vyžaduje velmi jemnou 

manipulaci se vzorkem. Většina z těchto mikrokalorimetrů je přizpůsobena pro konkrétní 

aplikace a tudíž nejsou komerčně dostupné, s výjimkou zařízení vyráběných přímo firmou 

Xensor Integration (Delft, Nizozemí) [28]. Čipy popisované v této části jsou rovněž vyvinuty 

touto firmou.  

 

IC-kalorimetr (zkratka IC pochází z anglického „integrated circuit“) uvedený na obr. 5 vlastní 

Katedra anorganické technologie Univerzity Pardubice. 

 

2.2 Čipy pro kapalinové mikrokalorimetry 

2.2.1 LCM-2506 
 

       
    Obr. 1 Aplikační povrch LCM-2506  Obr. 2. Spodní elektronická část LCM-2506 
 

Čip LCM-2506 obr. 1-2 je tvořen membránou z monokrystalického křemíku o rozměrech 

3,5 x 3,5 mm a tloušťce 4-8 µm. Membrána je zasazena do vnějšího křemíkového rámu o 

velikosti 5 x 5 µm a tloušťce 500 µm (což je původní tloušťka vrstvy a oblasti membrány 

před leptáním). V membráně je integrováno na 160 termočlánků p-typu z monokrystalického 

křemíku s hliníkovými články. V centrální části je ponechán volný prostor, kde jsou 
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integrovány ohřívače pro kalibraci mikrokalorimetru. Vzhled čipu je znázorněn na obr. 3. Při 

sepisování této části disertační práce bylo čerpáno především z práce [29].  

 

 
(a)                                                                                    (b) 
Obr. 3. Pohled na čip LCM-2506 ze spodní strany. (a)  popis dílčích částí (čtvercová plocha 
uprostřed je ohřívač obklopený termočlánky), (b) detailní pohled na membránu s ohřívačem a 
termočlánky [26] 
 

Díky teplotně řízené peci je uplatňován základní časový, obvykle lineární, teplotní program. 

Ohřívač, který je součástí čipu, může být použit i pro jiné teplotní programy. Vzhledem 

k elektrickému chování polovodivého materiálu jsou čipy typu LCM použitelné do 100°C. 

Teplotní rozmezí až do 200 °C poskytují čipy typu XI-71 a PTB-TK [26]. Manipulace s nimi 

je vzhledem k velikosti a křehkosti membrány velmi obtížná. Parametry některých komerčně 

vyráběných čipů jsou uvedeny v tabulce 1. 

 

Tab. 1 Srovnání parametrů komerčně vyráběných čipů typů LCM, XI a PTB 

Typ čipu Velikost čipu Velikost membrány Materiál a tenkost membrány 

LCM-2506 5 x 5 mm 3,5 x 3,5 mm Mono-Si 6 µm [30] 

XI-71 4 x 3 mm 2,6 x 1,6 mm SiN 0,5 µm, poly-Si 0,3 µm [30] 

LCM-2524 10 x 10 mm 8,3 x 8,3 mm Mono-Si 25 µm [30] 

PTB-TK 6 x 8 mm 2 x 3 mm SiO2-Si3N4-SiO2 0,8 µm [31] 

 

2.2.2 LCM-quad 
 

LCM-quad (obr. 4) obsahuje čtyři čipy stejného typu jako LCM-2506 o rozměrech 

10 x 10 mm. Oba typy (LCM-2506 i LCM-quad) jsou obvykle vsazeny do keramického 
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nosiče PGA-68. Způsob vsazení čipu do keramického nosiče umožňuje použití injekčních 

průtokových systémů, při kterých kapalina protéká přes povrch senzoru [29].  

 

 
Obr. 4. Elektronická část čipu LCM-quad 

 

2.2.3 NCM-9924 
 

V porovnání s předchozím čipem LCM-quad patří NCM-9924 (obr. 5) mezi mechanicky 

odolnější čipy [29]. Tato přednost je dána 22-45 µm tenkou membránou o rozměrech 

8,5 x 8,5 mm. S okraji nutnými pro uchycení membrány k rámu činí celková plocha 

membrány 10 x 10 mm. V trojrozměrné struktuře čipu jsou rovněž zabudovány termočlánky 

(Si-Al), a ohřívače (Al), které jsou od sebe galvanicky odděleny. 

 

Díky tenkosti membrány je dosaženo nízkého tepelného odporu, což je výhodné zejména pro 

kapalné aplikace. Při tomto využití je i velký tepelný odpor silně snížen tekoucí kapalinou. 

Membrána s větší tloušťkou je vhodná pro opakované použití např. s vrstvami enzymů nebo 

jiných povlaků, jenž mohou být odstraněny bez zničení membrány. Také tyto senzory mají čip 

s rámem uzpůsobeným pro průtokové analýzy. 

 

V posledních letech se stále častěji nahrazuje epoxidové lepidlo spojující čip s rámem vysoce 

vodivým stříbrným lepidlem. Zlepšení tepelného toku umožňuje zrychlení měření. Podrobný 

popis čipu NCM-9924 se nachází v experimentální části práce. 
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Obr. 5. Elektronická část čipu NCM-9924 

 

2.2.4 TCG-3880 
 
Nejnovějším trendem v kalorimetrickém výzkumu je rychlá snímací kalorimetrie, při které 

nejsou rychlost ohřevu a rychlost ochlazení měřeny v Kelvinech za minutu, ale 

v kiloKelvinech za sekundu nebo ještě rychleji. K tomu je třeba mít jak výkonný zdroj tepla, 

tak výkonný zdroj chlazení (mnohem obtížnější) takže tenké membrány jsou méně výhodné. 

Tenký film membrány je z materiálu s nízkým tepelným pnutím (nitrid křemíku). Membrána 

obsahuje ve svém středu termočlánky a ohřívače a je zasazena v křemíkovém rámu o 

rozměrech 3,33 x 2,50 mm. Tenká (a tedy křehká) a tepelně vysoce izolující membrána činí 

tento senzor méně vhodný pro kapalné aplikace [29].  

Čip měří tepelnou vodivost (TCG-Thermal conductivity gauge) mezi okolím a středem 

membrány. Závislost tepelné vodivosti na parametrech jako jsou tlak, typ plynu a materiál 

deponovaný na membráně umožňuje měření fyzikálních veličin, jakými jsou např. absolutní 

tlak, plynné složení směsi a materiálové vlastnosti.  

 
Standardní nosič pro XEN-TCG 3880 je TO-5, ostatní jsou dostupné na vyžádání (Xensor 

Integration, Delft).  

 
Platinové termočlánky jsou umístěny na nosiči TO-5 vedle čipu (viz. obr. 6). Ukázky nosičů 

TO-5, LCC-20 a KF-16 jsou uvedeny na obr. 6 až 8 [32]. 

 



- 22 - 

 
  

 

 

 
 

 

 
 

 

 

TCG-3880 se používá pro měření tepelných vodivostí, měření koncentrace helia, CO2 a jiných 

plynů ve vzduchu, pro studium složení plynných směsí, pro vakuové měření mezi 10 mPa a 

10 kPa a pro ultra-rychlé kalorimetrické měření polymerů. 

Obr. 6 XEN-TCG 3880 vsazený 
do nosiče LCC-20 (vlevo) a TO-5 
(vpravo) 

Obr. 7 XEN-TCG 3880Pt 
vsazený do nosiče TO-5 

Obr. 8 XEN-TCG 3880 
v nosiči KF-16 
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Tab. 2 Stručný přehled aplikací jednotlivých čipů pro kapalinové mikrokalorimetry [29]  

Aplikace Typ sensoru Literatura 

Rychlá snímací kalorimetrie LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924, TCG-3880 [19,20] 

Enzymatická analýza krve LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924 [33] 

Elektronický nos LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924  

Kapalinová kalorimetrie LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924 [23,] 

Termická analýza LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924 [34-37] 

Směšovací reakční tepla LCM-2506, NCM-9924  

 

2.3 Čipy pro plynové mikrokalorimetry  
 

Firma Xensor Integration poskytuje v podstatě dva druhy čipů. První typ na bázi 

monokrystalických křemíkových membrán a druhý z nitrido-křemíkových membrán. První 

typ, popsaný v předchozí kapitole, se vyznačuje nízkou tepelnou izolací, ale masivnější 

konstrukcí. Z těchto důvodů je vhodnější pro kapalinové a pomalé aplikace (XEN-LCM2506, 

XEN-LCMquad, XEN-NCM9924). Při sepisování této kapitoly bylo čerpáno především 

z práce [38]. 

 

Druhý typ čipů s membránou z nitridu křemíku a tenkostí asi 1 µm bude popsán v následující 

kapitole. Charakteristickým prvkem těchto čipů je křehkost, velmi dobrá tepelná izolace a 

rychlost odezvy. Proto je vhodnější pro aplikace v plynném prostředí a pro rychlé měření, 

jako je „Fast Scanning Calorimetry“. 

 

2.3.1 Mikrokalorimetrické čipy pro rychlé analýzy  
 

XEN-39273 a XEN-39274 

 

Čipy uvedené na obr. 9 a 10 jsou prakticky identické a jsou speciálně navržené pro rychlé 

analýzy (tzv. „ultra-fast calorimeter chips“). Aktivní oblast je velká pouze 26 x 18 µm, 

termočlánek se skládá jen z jednoho poly-křemíkového p-n článku. Termočlánek i ohřívač 
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jsou umístěny uprostřed tenkovrstvé nitrido-křemíkové membrány. V kap. 2.2.4 uvedený 

komerčně dostupný čip TCG-3880 nebyl optimalizován pro rychlou snímací kalorimetrii. 

Rychlost ohřevu a chlazení byla v jeho případě 104 K/s, což neumožňuje rychlou analýzu, tak 

jako nová řada kalorimetrických čipů XEN-3935, XEN-3940, XEN-3969 a XEN-3973 

s rychlostí 106 K/s (viz obr. 11). Jejich časová konstanta na vzduchu je okolo 1 milisekundy, 

maximální rychlost ohřevu a chlazení je tedy řádově MK/s. 

 

První experimentální data z „ultra-fast scanning calorimetry“ za použití čipu XEN-39273 

vyhodnotil Alexander Minakov z Univerzity v Rostocku. 

 
 

                  
       Obr. 9 Čip XEN-39273                         Obr. 10 Čip XEN-39274 

 

Kalorimetry s tenkovrstvou membránou pro extrémně rychlé měření dosáhly v posledních 

letech značného pokroku [39-43]. Čipy pro velmi rychlou skenovací kalorimetrii se obecně 

používají jak pro měření tepelných kapacit tenkých vrstev [39,40], tak pro měření nanočástic 

a nanostruktur [41,42]. Čipy vyráběné pro ultra-rychlou skenovací kalorimetrii (XEN-39393 a 

XEN-39394) jsou vhodné ke studiu kinetiky termodynamických dějů v časovém měřítku 

milisekund při  rychlosti ohřevu až 107 K/s [43].  
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Obr. 11Fotografie hlavní části membrány čipů XEN s různými rozměry vyhřívané plochy. Zleva 
pro: XEN-3935; XEN-3936; XEN-3940; XEN-3969 a XEN-3973. „Horké křižovatky“ 
termočlánku se nacházejí mezi dvěma paralelními ohřívači [44] 
 
 

2.3.2 Mikrokalorimetrické čipy s malou aktivní oblastí  
 

XEN-39269 a XEN-39276 

Hlavním charakteristickým rysem těchto čipů je malá aktivní oblast o velikosti 14 x 14 µm a 

jsou vybaveny dvojitým čtyřvodičovým topným tělískem, jak je možné vidět na obr. 12 a 13. 

Čip XEN-39276 má aktivní oblast pokrytou hliníkovou vrstvou, která zlepšuje teplotní 

homogenitu oblasti, jinak je identický s typem XEN-39269. 

 

  
   Obr. 12 XEN-39269          Obr. 13 XEN-39276 
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XEN-39320 a XEN-39277 

Typy mikrokalorimetrických čipů na obr. 14 a 15 mají aktivní oblast velkou 30 x 30 µm a 

jsou vybaveny 6-ti páry termočlánků uvnitř dvou čtyřvodičových ohřívačů. Aktivní oblast 

čipu XEN-39277 je pokryta hliníkovou vrstvou pro zlepšení tepelné homogenity, jinak je 

totožný s typem XEN-39320. 

 

                 
Obr. 14 XEN-39320  Obr. 15 Detail aktivní oblasti čipu XEN-39277 

 

2.3.3 Mikrokalorimetrické čipy s menší aktivní oblastí  
 

XEN-39390 

Menší velikost tzv. aktivní oblasti membrány nazývané také jako „horké místo“ se pohybuje 

okolo 30 x 30 µm. Uspořádání se skládá z šesti párů termočlánků uvnitř dvou čtyřvodičových 

ohřívacích tělísek. Tento čip nahrazuje čipy XEN-39270 a XEN-39320, které jsou prakticky 

totožné, pouze mají odlišné tzv. vnější piny připojené k nosiči TO-5. 
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2.3.4 Mikrokalorimetrické čipy se středně velkou aktivní 

oblastí  
 

XEN-39321 a XEN-39278 

Rozměry aktivní oblasti těchto typů jsou 60 x 60 µm. Obsahují šest párů termočlánků uvnitř 

dvou čtyřvodičových ohřívacích tělísek. Z výše uvedených důvodů má čip XEN-39278 

pokrytou aktivní oblast hliníkovou vrstvou, jinak je identický s XEN-39321. Na obr. 16 a 17 

je možno porovnat rozdíl mezi nimi. Nový čip v této skupině se středně velkou aktivní oblastí 

membrány je XEN-39391, opět se liší pouze vnějšími piny spojenými s TO-5.  

 

               
Obr. 16 Detail aktivní oblasti čipu XEN-39278 Obr. 17 Detail aktivní oblasti čipu  

XEN-39321 
 

2.3.5 Mikrokalorimetrické čipy s větší a velkou aktivní oblastí 
 

XEN-39322 a XEN-39279 

Tyto mikrokalorimetrické čipy mají aktivní oblast velkou okolo 100 x 100 µm s šesti páry 

termočlánků uvnitř dvou ohřívačů složených ze čtyř vodičů. Rozdíl mezi těmito dvěma typy 

spočívá v hliníkové vrstvě pokrývající aktivní oblast čipu XEN-39279. Uvedené čipy jsou 

znázorněny na obr. 18 a 19.  
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XEN-39399 se liší polykřemíkovou ochranou vrstvou, která je nanesena na aktivní oblasti 

membrány pro zlepšení  teplotní homogenity. XEN-39399 nahrazuje čip XEN-39279, jehož 

hliníková vrstva byla nahrazena poly-vrstvou a čip se stal průhledným. 

 

Čipy XEN-39398  a XEN-39397 se řadí do kategorie čipů s velkou aktivní plochou o velikosti 

přibližně 250 x 250 µm. Velká aktivní oblast prvního zmiňovaného čipu je pokryta 

polykřemíkovou vrstvou. U druhého čipu XEN-39397 je zachována hliníková vrstva.  

 

           
     Obr. 18 Čip XEN-39279     Obr. 19 Detail aktivní oblasti čipu  

  XEN-39379 
 

 
XEN-39289 (IDE) 

Tento typ má velkou membránu (ve srovnání s čipy popsanými výše mají tyto čipy 

dvojnásobnou velikost senzorů) s IDE (Inter Digitated Electrode - vnitřní prstovitá elektroda), 

která slouží ke snímání kapacity. Vnitřní prstovitá elektroda je umístěna na membráně a má 

oblast propojení o rozměrech 3000 x 1364 µm. Obsahuje dva hřebeny z vodičů, jež jsou 

vzájemně protkány. Každý vodič je 4 µm široký a 0,6 µm vysoký. Tyto vodiče pokrývají 

celou délku 1364 µm a mají rozestupy 8 µm. Celkově čip obsahuje 250 vodičů, z nichž 125 je 

připojeno ke každému hřebenu. Výsledný kapacitní odpor vnitřní elektrody je okolo 5 pF. Čip 

existuje ve dvou verzích. Jedna z nich na obr. 20 (XEN-39289) má ohřev okolo vnitřní 

elektrody, zatím co druhá na obr. 21 (XEN-39312) má ohřev pod celou oblastí elektrody. 
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              Obr. 20 Část čipu XEN-39289                         Obr. 21 Detail čipu XEN-39289 
 

Obecný přehled čipů pro plynové mikrokalorimetry s různou velikostí aktivní oblasti je 

uveden v tabulce 3. 

  

Tab. 3 Kalorimetrické čipy pro plynové kalorimetry s různou velikostí aktivní plochy [38]. 

Nové typy Nahrazené typy Aktivní oblast  
(µm x µm) 

Citlivost termočlánku 
(mV/K) 

 XEN-TCG3880 50 x 100 2,0 

 XEN-39269 14 x 14 1,3 

 XEN-39276 46 x 46 1,3 

XEN-39390 
XEN-39270, XEN-

39320 30 x 30 2,0 

 XEN-39277@ 62 x 62 2,0 

XEN-39391 XEN-39271 60 x 60 2,0 

 XEN-39278@ 92 x 92 2,0 

XEN-39392 XEN-39272 100 x 100 2,0 

XEN-39399℗  XEN-39279@ 100 x 100 2,0 

XEN-39393 XEN-39292 8 x 14 0,35 

XEN-39394  8 x 10 0,35 

XEN-39395 XEN-39295, XI-240 60 x 70 2,0 

XEN-39397 XEN-39347 1000 x 1000 7,0 

XEN-39398℗  250 x 250 2,0 

@ membrána pokrytá hliníkovou vrstvou;  ℗ membrána pokrytá polykřemíkovou vrstvou 
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2.4 Konstrukce mikrokalorimetrů 

2.4.1 Vsádkový mikrokalorimetr  
 

Vsádkový mikrokalorimetr je v odborné literatuře nazýván převážně jako IC-kalorimetr (IC- 

integrated circuit), nanokalorimetr (vzhledem k měřítku v jakém je vyráběn) nebo 

mikrokalorimetr (vzhledem k objemu měřených vzorků).  

 

Pro kalorimetrické sledování reakcí v malých kapalných vzorcích byl navržen typ 

kalorimetru, který se skládá ze dvou podélně spojených válcovitých hliníkových bloků (obr. 

22). Čip je umístěn v centru celého uspořádání. Keramický nosič čipu je tepelně propojen se 

spodním hliníkovým válcem pomocí kovových spon. Otvor v ose vrchního válce slouží pro 

zavedení Hamiltonovy mikrostříkačky, která obsahuje reakční komponentu přidávanou k té, 

která se nachází na membráně čipu. Zvlhčovací kroužek, připevněný zevnitř na horní části 

kalorimetru, je nezbytný pro rychlejší vyrovnání tlaku par. To samozřejmě snižuje rychlost 

vypařování kapalných vzorků umístěných na povrch křemíkové membrány čipu, a proto vede 

k rychlejší stabilizaci signálu. Extrémně tenké kruhové měřidlo s průměrem 4 mm je použito 

k zajištění přesného umístění kapky vzorku do centrální oblasti čipu. Také napomáhá k tomu, 

aby byla styčná plocha mezi kapkou a povrchem membrány co nejvíce konstantní pro všechna 

prováděná měření. Po umístění prvního z reaktantů na čip je kalorimetr uzavřen a do kapiláry 

mikrostříkačky je naplněna druhá reakční složka. Poté je kapilára vložena do otvoru ve 

vrchním válci. Díky dobrému tepelnému kontaktu mezi oběma válci a také čipem je 

zabezpečeno, že rozdíl teplot mezi oběma reaktanty je minimální. Zhruba 20 minut po 

přípravě kalorimetru k měření je možno zahájit reakci vyprázdněním kapiláry. Výstupním 

měrným signálem je napětí v μV.  

 

Díky malé velikosti křemíkové membrány je dynamické chování tepelných čidel z velké části 

určeno tepelnou kapacitou a tepelnou vodivostí vzorků. Ačkoli je dynamické chování celého 

uspořádání mnohem více komplexní, tyto vlastnosti umožňují takto navrženému zařízení 

sledovat kinetiku reakcí. Při sepisování této kapitoly bylo čerpáno především z práce [45]. O 

kalorimetru bude podrobněji pojednáno v experimentální části. 
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Obr. 22 Schéma vsádkového mikrokalorimetru [45] 

 

2.4.2 Izotermní titrační mikrokalorimetr-ITC 
 
Jedná se o termodynamickou techniku pro monitorování jakékoliv chemické reakce zahájené 

přídavkem jedné komponenty k druhé. Při vzniku chemické vazby se teplo buď uvolňuje, 

nebo pohlcuje. Měření těchto tepel umožňuje přesné stanovení vazebných konstant (KB), 

stechiometrie reakcí (γ), entalpie (H), entropie (S), a tím je možné získat kompletní 

termodynamický profil molekulových interakcí v daném experimentu. Stanovení všech těchto 

vazebných parametrů a komplexní termodynamický profil molekulárních interakcí 

neumožňuje žádná jiná metoda v jediném experimentu. Metoda ITC rovněž umožňuje 

objasnění mechanismu molekulární interakce, čímž se stala vybranou metodou pro 

charakterizaci interakcí molekul. 

 

Princip ITC lze ukázat na studiu reakce bio-makromolekuly s ligandem. Uspořádání 

experimentu je voleno tak, aby byl ligandový roztok umístěn ve stříkačce a makromolekulární 

roztok v cele (buňce) - to vše při konstantní teplotě (obr. 23). 
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Jakmile je ligandový roztok vstříknut do cely, začne vzájemně interagovat s druhou 

komponentou a teplo interakcí uvolněné nebo pohlcené je přímo úměrné síle vytvořené vazby. 

Jak dochází k postupnému nasycení makromolekuly ligandy, vrací se tepelný signál na 

základní linii. Plocha pod každým injekčním píkem závislosti tepelného toku na čase se rovná 

celkovému uvolněnému teplu pro daný nástřik. Vynesením integrovaného tepla v závislosti na 

molárním poměru ligandu a makromolekuly v buňce se získá celková izoterma pro danou 

vazebnou interakci. 

 

 
Obr. 23 Schéma izotermního titračního mikrokalorimetru 

 

Výhody použití ITC techniky spočívají v aplikační všestrannosti a snadném použití při 

minimální obsluze, která je převážně řízena softwarem.  
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Velké uplatnění nachází ITC v oblasti biofyzikální charakterizace biomolekul v roztoku, ve 

farmacii a biotechnologii, dále je využívána při charakterizaci molekulárních interakcí malých 

molekul, bílkovin, protilátek, nukleových kyselin, lipidů a jiných molekul, v enzymové 

kinetice, při posuzování vlivu změn molekulové struktury na vazebné mechanismy, či při 

hodnocení biologické aktivity. Pomocí ITC může být studována interakce mezi molekulami v 

systémech protein-protein, enzym-inhibitor, protilátka-antigen, protein-DNA, protein-lipid 

apod. [46]. 

 

2.4.3 Průtokový mikrokalorimetr pro výzkum interakcí mezi 

tuhou a plynnou fází 
 

Pro kalorimetrické sledování vzájemného ovlivňování plynných a pevných vzorků byl 

navržen průtočný kalorimetr. V případě studia rychlých a reversibilních reakcí je výhodou 

nízká časová konstanta snímačů tepelného toku. Opakující se změna parciálních tlaků 

plynných reaktantů vede k periodickému signálu. 

 

Obrázek 24 popisuje nastavení, jež může být použito pro měření entalpie při adsorpci 

organických par na polymerní vrstvě, která je uložena na povrchu křemíkové membrány. 

Průtok plynu je periodicky měněn přepínáním mezi zásobníkem s inertním plynem a směsí 

organických par a inertního plynu. K zamezení zředění směsi par vedou oba kanály přímo do 

vyleptané prohlubně v čipu. Díky malé velikosti prohlubně (20 µl) je mísící konstanta obou 

plynů nízká (50 ms). Průtok plynu je stabilizován pomocí hmotnostních průtokoměrů. 

 

Parciální tlak par se nastavuje odpovídajícím nastavením regulátorů průtoku. Pro kvantitativní 

měření je nutné provést extrapolaci dat na nulový průtok z důvodu tepelných ztrát při 

proudění plynu [45].  

 



- 34 - 

 
Obr. 24 Schéma kalorimetru pro výzkum periodických reakcí mezi plynnou a tuhou fází [45]. 

 

2.4.4 Průtokové mikrokalorimetry pro výzkum reakcí 

v kapalné fázi 

Kalorimetry založené na p-typu  termočlánků Si/Al  

Základní částí těchto kalorimetrů jsou křemíkové čipy s integrovanými Si/Al termočlánky. 

Tyto čipy vyrábí společnost Xensor Integration (Delft, Nizozemí). Ve středu křemíkové 

membrány, tenké 30 µm, je citlivá oblast, která slouží k detekci teploty. Tato oblast také 

obsahuje ohřívací odpor (ohřívač), který je vhodný ke kalibračním účelům. Mezi hranicí 

citlivé oblasti (4 x 4 mm) a křemíkovým rámem jsou paprskovitě uspořádány integrované 

termočlánky. Ty slouží k měření teplotního rozdílu, jenž vzniká následkem toku tepla ze 

středu membrány skrze ni směrem ke křemíkovému rámu. Čip obsahuje sadu 160 Si/Al 

článků n-typu, které jsou zapojené do série a tenkou vrstvu Si n-typu nanesenou na křemíkové 

desce (obr. 25). 



- 35 - 

 
Obr. 25 Silikonový čip s integrovanými Si/Al termočlánky [47] 

 
Křemíkové čipy jsou ukotvené na standardním keramickém nosiči. Na obr. 26 je zobrazeno 

schéma dvou základních provedení tohoto typu kalorimetrů. V obou variantách je použito 

čipu LCM-2524 viz obr. 27. Reakční komora kalorimetru (a) je tvořena pouzdrem z nerezové 

oceli o objemu 40 µl. Ta je lepidlem přilepena k citlivé oblasti membrány. Kapiláry ze 

stejného materiálu slouží pro přítok a odtok kapaliny. Díky malé tepelné vodivosti kapilár, ve 

srovnání s membránou, je snížení citlivosti zanedbatelné.  

 

V případě více kompaktního kalorimetru (b) je plastový kotouč o tloušťce 2 mm připojen 

k povrchu křemíkového čipu. Kotouč obsahuje válcovitou reakční komoru s objemem 18 µl a 

dvěma vstupními kanály. Aby bylo možno vstupující kapalinu lépe termostatovat, jsou 

spojovací trubice v kontaktu s držákem čipu.  

 

K dosažení definovaných teplotních podmínek jsou oba typy uspořádání vsazeny do 

temperovaného hliníkového pouzdra. 
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Obr. 26 Schéma průtokových kalorimetrů založených na p-typu-Si/Al termočlánků. 

 

 
Obr. 27 Fotografie vnitřního rámu termostatu s instalovaným čipem [48]. 

 

Vylepšenou verzí je kalorimetr s čipem MFK 472 vyvinutý na IPHT-Institute für Photonische 

Technologien [49]. Vylepšení byla zaměřena na zvýšenou mechanickou odolnost a 

chemickou stabilitu při zachování vysoké teplotní citlivost čipu. Pohled na kalorimetr s čipem 

MFK 472 nabízí obrázek 28.   

 

Tento typ kalorimetru je možné použít k měření reakčních tepel chemických a biochemických 

reakcí, která jsou generována při smísení reakčních komponent. Pro dosažení vysokého 

rozlišení měrného signálu je kalorimetr umístěn do přesného termostatu s teplotní stabilitou 

nižší než 100 µK. Pro dosažení teplotní rovnováhy jsou kapaliny vstřikovány nejprve do 

tepelného výměníku, který je připevněn na vnitřní straně termostatu. 
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Čtyři termočlánky jsou uspořádány ve směru toku tak, aby umožňovaly sledovat chování a 

průběh reakce bezprostředně po smísení reaktantů. Termočlánky a ohřívače jsou naneseny 

napařovací a pokovovací technologií na 1 µm tenkou nitrido-křemíkovou vrstvu pokrývající 

křemíkový plát. Následně jsou litograficky zformovány tzv. multi-vrtsvou technologií. 

Jednotlivé vrstvy jsou odděleny izolační vrstvou, konečná pasivační vrstva slouží jako vrstva 

ochranná. Systematická chyba při měření na kalorimetru s čipem MFK 472 obvykle není nižší 

než 10 % [7, 50-53]. 

 

  
(a)      (b)  
 

Obr. 28 Průtokový kalorimetr s čipem MFK 472 s dvoustupňovým termostate, a) reakční   
komora kalorimetru s čipem, b) detailní pohled na na čip MFK 472 [7] 
 

Kalorimetr založený na BiSb/Sb-termočláncích  

Tento kalorimetr má, stejně jako předešlý, membránu vloženou v křemíkové vrstvě [47]. 

Vícevrstvá membrána SiOxNy tenká 1 µm je připravena anizotropním mokrým leptáním. Na 

ní je 144 BiSb/Sb-termočlánků vytvořených metodou vypařování elektronovým paprskem a 

následným fotolitografickým vyvzorováním aktivních spojů na oblasti membrány. Srovnávací 

aktivní spoje jsou v blízkosti křemíkového rámu. Upevnění a elektrické zapojení je řešeno 

pomocí tištěných spojů na desce. 

 

Jiným typem je kalorimetr obsahující 130 SiSb/Sb-termočlánků, které jsou paprskovitě 

umístěné mezi kruhovou aktivní oblastí s poloměrem 3,6 mm a rámem z křemíku s vnějšími 

rozměry 12 x 12 mm. Vrstvy kovu jsou naneseny na volně uložené membráně o rozměrech 

8 x 8 mm, která je vyrobena hlubokým leptáním do vrstvičky křemíku tenké několik µm. 

Nebo může být připravena z vícevrstvé membrány SiOxNy kompenzující pnutí, jak již bylo 

zmíněno dříve.  
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Válcovitá reakční komora má v průměru 6,5 mm a objem zhruba 33 µl. Aby bylo možno 

dosáhnout dostatečného smíšení dvou reaktantů uvnitř komory, je v matici vyvrtáno 38 otvorů 

(0,2 mm v průměru, s rozestupem 0,2 mm) do 0,2 mm tenké membrány (obr. 29). Komora je 

vybavena dodatečným přítokem a odtokem produktu a je vlepena do dutiny křemíkového čipu 

přímo na membránu. Čip je přichycen a zapojen ke standardnímu keramickému nosiči. 

 
Obr. 29 Schéma směšovací matice děr k reakční komoře kalorimetru   
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3 ENZYMATICKÉ REAKCE 

3.1 Obecné vlastnosti enzymů 
 

Život tak jak jej známe, by bez enzymů nebyl možný. Enzymy jako biokatalyzátory regulují 

rychlost fyziologických procesů a mají ústřední roli ve zdraví i nemoci. Zatímco ve zdravém 

těle je udržována homeostáza, při patologických jevech bývá výrazně porušena. Jedním 

z příkladů drastických fyziologických důsledků poruchy aktivity jediného enzymu je řada sice 

vzácných, ale obvykle škodlivých a nezřídka i smrtelných genetických poruch. Následkem 

těžkých poškození tkání (např. při srdečním nebo plicním infarktu) nebo nekontrolovaného 

růstu buněk (např. při karcinomu prostaty) jsou do krve uvolňovány enzymy přítomné jinak 

jen ve specifické tkáni. Stanovení těchto intracelulárních enzymů v krvi tedy poskytuje 

lékařům neocenitelné diagnostické a prognostické informace. 

 

V našem těle existuje odhadem více jak 2000 typů enzymů. Enzymy se dělí podle reakcí, 

které katalyzují. Od toho se také odvozuje jejich polotriviální názvosloví s charakteristickou 

koncovkou –asa nebo -áza. Mezinárodní unie pro biochemii a molekulární biologii definovala 

pak názvy začínající písmeny EC a číslem, které reprezentuje daný druh enzymu. Enzymy lze 

takto rozdělit do šesti tříd na: 

1. EC 1 - oxidoreduktasy - katalyzují různé oxidačně-redukční reakce, často s využitím 

koenzymů jako např. NADH, NADPH, FADH2 nebo hemu. Triviální názvy v této 

třídě: dehydrogenasy, oxidasy, cytochromy, peroxidasa, katalasa. 

2. EC 2 - transferasy - katalyzují přenos skupin (amino-, methyl-, acyl-, glykosyl-, 

fosforyl-), atomů, radikálů, iontů, molekul. Kinasy katalyzují přenos fosfátové skupiny 

z ATP nebo jiných nukleosidtrifosfátů. Triviální názvy v této třídě: aminotransferasy 

(transaminasy), acyltransferasy, fosfotransferasy. 

3. EC 3 - hydrolasy - hydrolyticky štěpí vazby, katalyzují štěpení vazeb mezi atomem 

uhlíku a jinými atomy prostřednictvím spotřebované molekuly vody. Obvyklé triviální 

názvy: esterasy, peptidasy, amylasy, fosfatasy, lipasy, proteasy (pepsin, trypsin, 

chymotrypsin).  

4. EC 4 - lyasy - katalyzují adiční reakci na dvojné vazbě nebo eliminační reakci mezi 
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dvěma uhlíkovými atomy za vzniku dvojné vazby. Příklady: fumaráthydratasa 

(fumarasa), karbonátdehydratasa (karboanhydrasa), aldolasa, citrátlyasa, 

dekarboxylasy. 

5. EC 5 - izomerasy - katalyzují racemizaci optických isomerů nebo vytváření 

polohových isomerů: epimerasy, racemasy, mutasy.  

6. EC 6 - ligasy - katalyzují tvorbu vazeb mezi uhlíkem a jinými atomy spojenou se 

štěpením ATP (spřažení exergonické a endergonické reakce): karboxylasy, synthetasy 

(glutaminsynthetasa).  

 

V organismu je velké množství různých druhů enzymů. Enzymy trávicí patřící do skupiny 

hydrolas jsou vylučované slinnými žlázami, žaludeční stěnou a slinivkou břišní do trávicího 

traktu, kde katalyzují štěpení potravy na menší resorbovatelné molekuly. Glykosidasy 

katalyzují štěpení polysacharidů, proteinasy bílkovin a lipasy tuků. Enzymy proteolytické, 

proteinasy, dříve proteasy, což jsou enzymy ze skupiny C-N-hydrolas, katalyzující štěpení 

bílkovin a polypeptidů za vzniku peptidů a aminokyselin.  

 

Proteolytické enzymy hrají významnou roli v pochodech v trávícím traktu (pepsin, trypsin, 

chymotrypsin), kde ovlivňují odbourávání bílkovinné složky potravy. Vyskytují se též v krvi 

(thrombin), v buňkách (kathepsin), v rostlinách (papain) i v mikroorganismech. Proteolytické 

enzymy se používají například v mlékárenském průmyslu jako syřidla (chymosin a rennin), ke 

změkčování masa (papain) či jako „biologická“ složka pracích prostředků (mikrobiální 

proteinasy). Enzymy se používají též v analytické chemii a lékařství. 

 

Proteolytické enzymy se dělí na: 

1. serinové proteinasy mající v aktivním centru setin a histidin, například chymotrypsin a 

trypsin;  

2. cysteinové proteinasy mající v aktivním centru cystein, například papain;  

3. aspartátové proteinasy katalyzující štěpení v kyselém prostředí, například pepsin;  

4. metalloproteinasy obsahující iont kovů;  

5. ostatní proteinasy s dosud neprozkoumaným reakčním mechanismem.  

 

Typickou vlastností enzymů je jejich specifita, tj. schopnost katalyzovat pouze určitou reakci 

daného substrátu (reagující látky). Tato specifita bývá velmi vyhraněná, což dovoluje buňce 

přesně „rozhodovat” o tom, které reakce daného substrátu budou v určitou chvíli preferovány; 
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na druhou stranu to znamená, že pro každou reakci daného substrátu musí buňka syntetizovat 

jiný enzym. Specifita je v podstatě dvojí: substrátová a funkční. Tzv. substrátová specifita 

spočívá v tom, že enzym působí pouze na jeden substrát nebo skupinu substrátů. Enzymy s 

maximální substrátovou specifitou působí na jedinou sloučeninu nebo dokonce na jediný z 

jejích izomerů. Většina enzymů však působí na několik blízce příbuzných látek a některé i na 

velkou skupinu sloučenin téhož typu (např. na řadu různých esterů, alkoholů apod.). 

Substrátová specifita je určována bílkovinnou složkou (apoenzymem).  Funkční specifita 

znamená, že enzym z několika možných přeměn substrátu katalyzuje pouze jedinou. Funkční 

specifita je určována především koenzymem. Koenzymy je třeba odlišit od aktivátorů (iontů 

kovů) a enzymů samotných. Jsou definovány jako thermostabilní nízkomolekulární organické 

sloučeniny nezbytné pro aktivitu enzymů. Většina koenzymů je na enzymy vázána 

nekovalentními vazbami, ty které jsou vázány kovalentně, se mohou nazývat prosthetické 

skupiny. Koenzymy slouží k přenosu skupin a mohou být klasifikovány podle skupin, které 

přenášejí, např. kobamidové koenzymy, folátové koenzymy, biotin, thiamindifosfát a další. 

 

Enzymy jeví optickou specifičnost. S výjimkou epimeras (racemas) katalyzujících 

vzájemnou přeměnu optických isomerů, vykazují enzymy absolutní optickou specifičnost 

přinejmenším k části molekuly substrátu.  

 

Katalytická aktivita enzymu usnadňuje jeho detekci. Malé množství enzymů přítomné 

v buňkách komplikují stanovení enzymu ve tkáňových extraktech nebo v tekutinách. Citlivou 

a specifickou sondu ke stanovení určitého enzymu poskytuje jeho vlastní katalytická aktivita. 

Měřítkem množství enzymu ve vzorku tkáňového extraktu nebo v jiné biologické tekutině je 

rychlost reakce katalyzované tímto enzymem. Rychlost reakce změřená za vhodných 

podmínek je úměrná množství přítomného enzymu. Vyjádřit toto množství jako počet 

molekul nebo hmotnost enzymu je obvykle obtížné, výsledky se proto vyjadřují 

v enzymových jednotkách. Odpovídající mezinárodní enzymové jednotky jsou µU, nU a pU. 

Ty jsou však nyní nahrazeny jednotkou katal (kat), což je množství enzymové aktivity 

katalyzující přeměnu 1 molu substrátu za sekundu.   

 

Pro enzymy je charakteristická vysoká katalytická účinnost. Např. jedna molekula enzymu je 

schopna při 20 až 38 °C přeměnit 10 až 105 molekul substrátu za jedinou sekundu. To 

odpovídá značným rychlostem, které o mnoho řádů převyšují rychlosti dějů urychlovaných 

katalyzátory vyráběnými chemiky.  
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3.2 Mechanismus působení enzymu 
 

Všechny hlavní faktory ovlivňující rychlosti enzymově katalyzovaných reakcí (tj. koncentrace 

enzymu a substrátu, teplota, pH, přítomnost inhibitorů) mají klinický význam. Podle 

základního principu homeostázy je pro správné fungování a existenci živého organismu 

nezbytné, aby byly podmínky vnitřního prostředí udržovány v poměrně úzkém rozmezí. 

Nejsou-li tyto předpoklady splněny, porušuje se homeostatická rovnováha tkání s možností 

vážných následků. Například rychlosti enzymové katalýzy rostou nebo klesají s výchylkami 

teploty; horečka nebo podchlazení tedy také ovlivňují homeostázu změnami rychlostí 

enzymově katalyzovaných reakcí. Těchto jemných změn ovšem může lékař prospěšně 

využívat: pokles aktivity všech enzymů při snížení tělesné teploty (hypothermie) se používá 

ke snížení celkových metabolických požadavků během operací na otevřeném srdci nebo 

během přepravy orgánů pro transplantační chirurgii. Pochopení významu faktorů 

ovlivňujících rychlosti enzymově katalyzovaných reakcí je významné rovněž v toxikologii a 

farmakologii. Toxicita metabolických jedů, jako sloučenin rtuti, kurare či nervových plynů, se 

projevuje inhibicí enzymů a následně zpomalením nebo potlačením nezbytných 

metabolických reakcí. Také terapeuticky významné léky působí snížením rychlosti klíčových 

metabolických reakcí, neboť soutěží s přirozeným substrátem klíčového metabolického 

enzymu; tyto léky se často podobají přírodním látkám. 

 

Katalýza probíhá na aktivních místech. Klíčovou vlastností enzymů je jejich schopnost vázat 

jeden nebo častěji oba reaktanty bimolekulární reakce, což má za následek vzrůst jejich 

lokální koncentrace a tedy i lokální reakční rychlost. Enzymy jsou jak velmi účinné, tak i 

vysoce specifické katalyzátory. K pochopení těchto významných vlastností enzymů je vhodné 

zavést představu „aktivního“ a „katalytického“ místa. Mnoho autorů nerozlišuje aktivní a 

katalytická místa, na enzymech však jsou i aktivní místa spojená s regulací enzymové 

aktivity, a ne s intermediární enzymologií samotného katalytického procesu. 

 

V poměru k malým substrátům jsou proteiny velmi velké, což vedlo k představě, že katalýzy 

se účastní jen jejich omezená oblast zvaná „aktivní místo“. Zpočátku bylo záhadou, proč jsou 

enzymy tak velké, když je k vazbě substrátu a katalýze potřebná jen malá část jejich struktury; 

dnes je již jasné, že v interakci se substrátem je daleko větší část proteinu než se dříve 

předpokládalo. 
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Mnohé vlastnosti enzymů objasňuje model rigidního katalytického místa, který navrhl Emil 

Fischer. Znázorňoval interakci mezi enzymem a substrátem jako analogii „zámku a klíče“. 

Tento model (obr. 30) je stále užitečný pro pochopení některých vlastností enzymů, např. 

vazby dvou či více substrátů v určitém pořadí (obr. 31), nebo kinetiky jednoduché křivky 

nasycení substrátem. Podle schématu na obr. 31 nese koenzym skupinu nezbytnou pro vazbu 

prvního substrátu S1, který následně umožňuje vazbu S2. 

 

 

    
 

 

 

 

 

Substráty indukují změny konformace enzymů. Rigidita katalytického místa je nepříliš 

šťastným předpokladem platnosti Fisherova modelu. Obecnějším modelem je Koshlandova 

představa „indukovaného přizpůsobení“ významně podporovaná experimentálními údaji. 

Fischerův model předpokládá, že katalytické místo je tvarováno tak, aby vyhovovalo 

substrátu, zatímco podle modelu indukovaného přizpůsobení substrát indukuje změnu 

konformace enzymu. Tím se dostávají zbytky aminokyselin nebo jiné skupiny enzymu do 

správné prostorové orientace, vhodné pro vazbu substrátu a katalýzu. V kapitole 3 bylo 

převážně čerpáno z literatury [54-56]. 

 

3.3 Kinetika enzymatických reakcí 
 
Hlavní zásady kinetiky enzymatických reakcí jsou logicky odvozeny z představ kinetiky 

nekatalyzovaných chemických reakcí. Proto bude tato kapitola zaměřena především na 

přehled faktorů ovlivňujících reakční rychlost enzymatických reakcí, na hlavní aspekty teorie 

reakčních rychlostí platných pro chemické reakce obecně a dále na specifické rysy 

enzymaticky katalyzovaných reakcí [54,55]. 

 

Obr. 31 Tvorba komplexu enzym-
substrát podle Fisherovy 
templátové hypotézy. 

Obr. 30 Postupná adsorpce koenzymu CoE a 
dvou substrátů (S1 a S2) na enzym podle 
templátové hypotézy.  
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3.3.1 Faktory ovlivňující rychlost enzymaticky 

katalyzovaných reakcí 

3.3.1.1  Teplota 

 

Rostoucí teplota zvyšuje rychlost enzymově katalyzovaných reakcí jen v přesně vymezeném 

rozsahu (viz obr. 32). Rychlost reakce se zvyšující se teplotou nejprve roste v důsledku 

rostoucí kinetické energie reagujících molekul. Při určité teplotě však kinetická energie 

enzymu překročí energetickou bariéru štěpení slabých vodíkových vazeb a hydrofobních 

interakcí udržujících jeho sekundární a terciární strukturu. Při této teplotě začne převažovat 

ztráta katalytické aktivity v důsledku denaturace a následné precipitace. Enzymy tedy 

vykazují optimální reakční teplotu. Je však nutné brát do úvahy i časový faktor: čím déle je 

enzym vystaven teplotě hraniční pro stálost jeho struktury, tím je pravděpodobnější jeho 

denaturace. 

 
Obr. 32 Vliv teploty na hypotetickou enzymově katalyzovanou reakci. 

 
Násobek, o který rychlost biologického procesu vzroste při zvýšení teploty o 10 °C, se nazývá 

teplotní koeficient, který se značí Q10, pro nějž platí rovnice /4/, 

 

                                                    /4/ 
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kde Ea je aktivační energie reakce a T je teplota.  Rychlost mnoha biologických procesů, např. 

rychlost kontrakce excidovaného srdce se přibližně zdvojnásobuje při zvýšení teploty o 10 °C 

(Q10 = 2). Rozsah změny rychlostí mnoha enzymově katalyzovaných reakcí, doprovázející 

snížení nebo zvýšení tělesné teploty, představuje nezbytnou podmínku přežití těch forem 

života, které neudržují stálou tělesnou teplotu, např. ještěrek. Naproti tomu homeothermní 

organismy včetně lidí tolerují jen přesně omezené změny tělesné teploty. U těchto organismů 

mají proto změny reakčních rychlostí s teplotou jen malý fyziologický význam, mohou se 

však uplatnit při horečce nebo hypothermii. Fyziologické možnosti zvýšení počtu molekul 

s kinetickou energií postačující k překonání energetické bariéry reakce jsou pro 

homeothermní organismy značně omezené. Vyvstává tak otázka, jak vlastně enzymy zvyšují 

reakční rychlost. Řešením je schopnost enzymů snižovat energetickou bariéru reakce a 

zvyšovat lokální koncentraci reaktantů. Optimální teploty většiny enzymů mají hodnoty stejné 

nebo o málo vyšší než je teplota buněk, v nichž se vyskytují. Např. enzymy mikroorganismů 

adaptovaných na život v přírodních horkých pramenech mají optimální teploty blízké bodu 

varu.  

 

3.3.1.2  pH 

 

Při měření aktivity enzymů při různém pH je obvykle zjišťována optimální aktivita mezi pH 

5,0 a 9,0. Některé enzymy, např. pepsin, jsou však aktivní při pH velmi vzdáleném od tohoto 

rozmezí. Průběh křivek závislost aktivity na pH je určován denaturací enzymu při vysokém 

nebo nízkém pH (viz obr. 33), a změnami nabitého stavu enzymu či substrátu. Změna pH 

může ovlivňovat aktivitu enzymu změnou struktury nebo změnou náboje zbytku účastnícího 

se vazby substrátu nebo katalýzy. 
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Obr. 33 Vliv pH na rychlost (vi) enzymové reakce. 

 

Při změnách pH se také mění konformace enzymů. K udržení potřebné terciární a kvartérní 

struktury je někdy nezbytná přítomnost nabité skupiny vzdálené od vazebné oblasti substrátu. 

Při změně náboje této skupiny se může protein rozplést, přejít na kompaktnější formu, nebo 

disociovat na protomery; ve všech případech je výsledkem ztráta aktivity. Na hloubce těchto 

změn závisí možnost obnovení aktivity enzymu po návratu k optimálnímu pH. 

 

3.3.1.3  Koncentrace substrátu 

 

V níže uvedeném popisu se předpokládá, že enzymové reakce se účastní jen jeden substrát a 

vzniká jen jeden produkt. I když takový případ u některých enzymových reakcí opravdu 

nastává, má většina enzymových reakcí dva nebo více substrátů a produktů; platnost výkladu 

tím však není ovlivněna. Jestliže se zvyšuje koncentrace substrátu csub, zatímco ostatní 

podmínky zůstávají konstantní, pak počáteční rychlost vi (tj. rychlost naměřená po zreagování 

velmi malého množství substrátu) roste k maximální hodnotě Vmax, ale ne více (viz obr. 34). 

 

 
Obr. 34 Vliv koncentrace substrátu na rychlost enzymově katalyzované reakce. 

 

  vi 

pH 

pH optimum 
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Rychlost roste se vzrůstající koncentrací substrátu až do okamžiku, kdy je enzym tzv. 

„nasycen“ substrátem. Naměřená počáteční rychlost dosahuje maximální hodnoty a dalším 

růstem koncentrace substrátu není ovlivněna, protože substrát je v daném okamžiku oproti 

enzymu přítomen ve velkém molárním nadbytku. 

 

Jestliže například enzym s molekulovou hmotností 100 000 působí na substrát s molekulovou 

hmotností 100 a oba jsou přítomny v koncentraci 1 mg/ml, je v roztoku 1000 molekul 

substrátu na každou molekulu enzymu. V bodech A a B na obr. 34 je jen část přítomného 

enzymu kombinována se substrátem, přestože je přítomno mnohem více molekul substrátu 

než enzymu. Je to dáno tím, že rovnovážná konstanta reakce tvorby komplexu ES není 

nekonečně velká. 

 

                                                             ESSE                                                            /5/ 

 

V bodech A a B bude mít nárůst či pokles csub za následek zvýšení či snížení množství 

enzymu E spojeného se substrátem S do komplexu ES a vi tedy bude záviset na csub. V bodě C 

na obr. 34 je již veškerý enzym spojen se substrátem, takže další růst csub již nemůže mít za 

následek zvýšení rychlosti reakce.  

 

Stav B odpovídá teoreticky velmi zajímavému stavu, v němž je přesně polovina molekul 

enzymu „nasycena“ substrátem. Rychlost je v tomto případě polovina maximální rychlosti 

(Vmax/2) dosažitelné při dané koncentraci enzymu.  

  

3.3.1.4  Koncentrace enzymu 

 

Počáteční rychlost rovnovážné reakce je rychlost naměřená dříve, nežli se vytvoří produkty 

v množství postačujícím k proběhnutí opačné reakce. Počáteční rychlost enzymově 

katalyzované reakce je vždy úměrná koncentraci enzymu; platí to ovšem právě jen pro 

počáteční rychlosti. 

 

S rostoucí koncentrací enzymu se rychlost enzymové reakce zvyšuje při zachování konstantní 

koncentrace substrátu (viz obr. 35). Mohou ovšem nastat případy, kdy s rostoucí koncentrací 
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enzymu rychlost enzymové reakce klesá. Tento případ bude podrobněji popsán v kapitole 

„Výsledky a diskuze“ u enzymu trypsinu.  

 

Obr. 35 Vliv koncentrace enzymu na počáteční rychlost enzymově katalyzované reakce. 
 

Obecně lze říci, že rychlost reakce je významně ovlivňována koncentrací reaktantů. Při 

velkých koncentracích je velký jak počet molekul s energií postačující k reakci, tak i 

frekvence jejich srážek. Platí to nezávisle na tom, zda všechny nebo jen část molekul má 

energii postačující k reakci. U reakce dvou různých molekul A a B platí, že: 
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Jsou-li známy rovnovážné koncentrace A, B, může být vypočtena numerická hodnota 

příslušné rovnovážné konstanty Kr (viz rovnice /7, 8/).  
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Rovnovážná konstanta udává směr, kterým probíhá spontánní reakce, neříká však nic o 

rychlosti průběhu reakce. Většina faktorů ovlivňuje rychlost enzymových reakcí změnou 

lokální koncentrace reaktantů. Z Kr může být vztahem /14/ vypočtena hodnota ΔG°. 

   vi 

cenz 

csub = konst. 
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3.3.2 Rovnice Michaelise-Mentenové 
 

Enzymy neovlivňují rovnovážnou konstantu. Enzym jako reaktant reaguje se substrátem za 

vzniku komplexu enzym-substrát ES, který se rozkládá na produkt P a volný enzym. 

V nejjednodušší formě může být tento děj zapsán: 

 

                                                       PESE
k

k
 



1

1

                                                       /9/ 

 v1 = k1· cenz ·csub /10/ 

 v-1 = k-1· cenz ·cpro /11/ 

 

Výrazy pro rychlost reakce v obou směrech (v1, v-1) obsahují člen cenz, ve výrazu pro 

celkovou rovnovážnou konstantu se cenz vykrátí: 

 

                                        /12/ 

 

 
Rovnovážná konstanta Kr tedy nezávisí na koncentraci enzymu. Enzymy sice ovlivňují 

rychlost, ale nikoliv rychlostní konstanty, nemohou tedy ovlivnit ani Kr, která je jejich 

poměrem. Kr dané reakce je stejná, ať už bylo rovnováhy dosaženo za účasti enzymové 

katalýzy nebo bez ní. Enzymy mění cestu, kterou reakce probíhá, nemají však vliv na 

počáteční ani konečnou rovnovážnou koncentraci reaktantů a produktů, tedy na faktory 

určující Kr a standardní volnou entalpii ΔG°.  

 

Pro pochopení všech katalyzovaných reakcí včetně enzymových je podstatná představa 

přechodových stavů (viz obr. 36).  

 

Přechodné stavy enzym-substrát jsou obvykle na výrazně nižších hladinách energie než 

přechodné stavy, kterými tatáž reakce prochází za nepřítomnosti enzymu. Ke schopnosti 

enzymu zrychlovat reakci tedy přispívá hlavně skutečnost, že změna volné entalpie tvorby 

přechodného stavu enzym-substrát je značně menší než odpovídající změna volné entalpie 

nekatalyzované reakce. 
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Obr. 36 Porovnání závislosti volné entalpie na reakční koordinátě katalyzované a 
nekatalyzované reakce. 

 

Enzymy snižují energetickou bariéru reakce, takže může reagovat větší podíl molekul 

substrátu. Enzymy sice ovlivňují volnou entalpii spojenou se vznikem komplexu, neovlivňují 

však celkovou volnou entalpii. ΔG° celkové reakce je stejná, ať je reakce enzymově 

katalyzovaná či nikoliv. Protože je rovnovážná konstanta chemické reakce funkcí změny 

standardní volné energie této reakce, 

 

                                          /14/ 

 

nemají enzymy ani jiné katalyzátory vliv na rovnovážnou konstantu reakce. Koncentrace 

substrátu, při níž reakce probíhá poloviční maximální rychlostí, se nazývá hodnota Km neboli 

Michaelisova konstanta. Km má rozměr molární (látkové) koncentrace a lze ji získat ze 

závisloti vi na csub. Chování mnoha enzymů při změně koncentrace substrátu popisuje rovnice 

/15/, kterou odvodili Michaelis a Mentenová: 

 

 

                                                    /15/ 

 

Závislost počáteční rychlosti enzymově katalyzované reakce na subc  a Km vysvětluje 

následující rozbor rovnice Michaelise-Mentenové. Pokud je subc  mnohem menší než Km a 

proto ovlivňuje hodnotu součtu ve jmenovateli jen velmi málo, může být zanedbána. Vmax  a 
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Km jsou konstanty, za jejichž poměr může být dosažena nová konstanta K jak je naznačeno ve 

vztahu /16/: 
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Tzn. je-li koncentrace substrátu značně menší nežli je třeba pro dosažení poloviční maximální 

rychlosti (hodnoty Km), je počáteční rychlost přímo úměrná koncentraci substrátu subc . 

V druhém případě, kdy je subc  mnohem větší než Km, může být tato konstanta zanedbána:  
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Tzn. je-li koncentrace substrátu subc  mnohem větší než Km, dosahuje počáteční rychlost vi 

maximální hodnoty Vmax, jak je uvedeno ve vztahu /17/. 
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Je-li koncentrace rovna Km, je počáteční rychlost vi polovina maximální rychlosti (viz vztah 

/18/). Tento vztah také ukazuje způsob stanovení Km, tedy experimentálně stanovit 

koncentraci substrátu, při níž je počáteční rychlost reakce polovinou maximální rychlosti. Pro 

stanovení Km a Vmax slouží lineární tvar rovnice Michaelise-Mentenové. Mnohé enzymy 

neposkytují saturační křivku, která by dovolovala určení Vmax a tedy i Km z grafu závislosti vi 

na subc . Proto je výhodné upravit tvar rovnice Michaelise-Mentenové následujícím způsobem: 

 
 

                                                 /19/ 

 

Po převedení vi do reciproké hodnoty se dospěje k rovnici /20/ v grafické podobě nazývané 

jako Lineweaverův-Burkův graf závislosti 1/vi na 1/ subc : 
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Tento tvar je rovnice přímky s úsekem 1/Vmax a směrnicí Km/Vmax. Kromě významu pro 

interpretaci mechanismů enzymově katalyzovaných reakcí mají hodnoty Km i značný 

praktický význam. Při koncentraci substrátu odpovídající stonásobku Km bude enzym 

reagovat prakticky největší možnou rychlostí, takže maximální rychlost Vmax bude závislá na 

přítomném množství aktivního enzymu. Tato situace je obecně žádoucí při analytickém 

stanovení enzymů. Hodnota Km nám říká, kolik substrátu se musí použít při měření Vmax [54-

56]. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Použité chemikálie 
 
Tab. 4 Seznam použitých chemikálií. 

Chemikálie Čistota Označení Dodavatel 

Kyselina chlorovodíková 35% p.a. ES1 231-595-7 LACH-NER 

Hydrogenuhličitan amonný p.a. ES 231-911-5 PENTA 

Chlorid vápenatý hexahydrát p.a. ES 233-140-8 LACH-NER 

Hydroxid amonný 25% p.a. ES 215-647-6 LACH-NER 

Hydroxid sodný p.a. ES 215-185-5 LACH-NER 

Octan amonný   LACHEMA 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan      Ultrapure ES 201-064-4 ALDRICH 

N,N-dimethylformamid pure ES 200-679-5 LACH-NER 

Dihydrogen fosforečnan draselný              p.a. EINECS1 231-913-4  PENTA 

Hydrogenfosforečnan disodný 

dodekahydrát 

p.a. EINECS 231-448-7 PENTA 

Kyselina octová p.a. EINECS 200-580-7 LACH-NER 

    

Enzymy    

Trypsin (z hovězího pankreatu)  EC2 232-650-8 ALDRICH 

Ureáza (z fazolí)  EC 232-656-0 ALDRICH 

Invertáza (z pekařských kvasnic)  EC 232-615-7 ALDRICH 

    

Substráty    

Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochlorid ES 244-505-6 ALDRICH 

Močovina  EC 200-315-5 ALDRICH 

Sacharóza  EC 200-334-9 ALDRICH 

 

 

                                                
1 ES, EINECS-„European INventory of Existing Commercial chemical Substances“ evropský seznam 
  existujících obchodovatelných chemických látek, umožňuje nalézt obecné informace o chemických látkách. 
2 EC-„Enzyme Commission“ systém číselné klasifikace enzymů. 
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4.2 Zařízení a příslušenství 
 

Pro práci byly použity následující zařízení a pomůcky: 

 

1. IC-kalorimetr (TU Bergakademie Freiberg, Německo) 

2. Čip NCM-9924 (Xensor Integration, Delft, Nizozemí) 

3. Inkubátor SI60D (Bibby Scientific Ltd, Velká Británie) 

4. Záložní zdroj APC Smart UPS RT (American Power Conversion Corp., Velká 

Británie) 

5. Počítač pro zpracování dat (Intel(R) Celeron (TM) CPU, RAM 262 MB, HDD 

20 GB) 

6. Mraznička EUF 10003W (Elektrolux, Švédsko) 

7. Analytické váhy (Kern, Německo) 

8. pH-metr (Inolab, Česká republika) 

9. Mikropipety Biohit 1-10 µl; 100-1000 µl 

10. Mikrostříkačka Hamilton 1-5 µl 

11. Běžné laboratorní nádobí 

 

4.2.1 IC-Kalorimetr 
 
Podle doporučení IUPAC by měl být použitý kalorimetr nazýván jako „izotermní 

mikrokalorimetr“ vzhledem k účelu k jakému byl vyvinut, tzn. pro měření v rozsahu 

mikrowattů. Termín izotermní zde není použit v pravém slova smyslu, ale značí především to, 

že teplota v kalorimetru je konstantní. S ohledem na princip měření je častější označení 

„kalorimetr s tepelným tokem“. Jelikož je změna teploty velmi malá, je možné zařadit 

kalorimetr do skupiny tzv. „quasi-izotermních“ kalorimetrů s tepelným tokem [57]. 

 

Konstrukce kalorimetru a především prvky jako termistor, termočlánek a kalibrační ohřívač, 

které jsou zakomponovány díky moderním MEMS3 a MST4 technologiím v křemíkové 

membráně („čipu“) vedou k nejčastěji používanému označení IC-kalorimetr (IC = integrated 

                                                
3 MEMS-Mikroelektro-mechanické systémy 
4 MST-Mikrosystemové technologie 
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circuit). Právě použití integrovaných obvodů vedlo v posledním desetiletí ke značnému 

pokroku v oblasti mikrokalorimetrie [22]. 

 

IC-kalorimetr použitý k experimentům se skládá ze dvou podélně spojených válcovitých 

hliníkových bloků o průměru 10 cm (viz obr. 37).  

 

Čip je umístěn v centru celého uspořádání. Keramický nosič čipu je tepelně propojen se 

spodním hliníkovým válcem pomocí kovových spon. Otvor v ose horního válce slouží pro 

zavedení  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mikrostříkačky, která obsahuje reakční komponentu přidávanou k té, která se nachází na 

membráně čipu. Při zasouvání mikrostříkačky do víka, resp. uzavřeného kalorimetru, by 

docházelo k přetlaku v reakční komoře. K jeho eliminaci slouží boční kanálek pro odvod par. 

Obr. 37 Fotografie IC-kalorimetru 
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Zvlhčovací kroužek, připevněný zevnitř na horní části kalorimetru, je nezbytný pro rychlejší 

vyrovnání tlaku par. To samozřejmě snižuje rychlost vypařování kapalných vzorků 

umístěných na povrch křemíkové membrány čipu, a proto vede k rychlejší stabilizaci signálu. 

K zajištění přesného umístění kapky vzorku nebo pevné látky do centrální oblasti čipu je 

použito kruhové měřidlo s průměrem 4 mm. Také napomáhá k tomu, aby byla styčná plocha 

mezi kapkou a povrchem membrány co nejvíce konstantní pro všechna prováděná měření. 

Plocha, na kterou se kapka nebo pevná látka umísťuje, se nazývá aktivní oblast nebo také 

horká oblast. Její rozměr je 4 x 4 mm a obsahuje termočlánek a ohřívač. Pouze v této oblasti 

dochází ke snímání teplotního rozdílu vyvolaného smísením kapek a následnou reakcí 

komponent. Teplotní gradient snímaný pomocí termočlánků je převeden na výstupní signál 

napětí v µV. Entalpii reakce ΔHr při dané teplotě lze vypočítat z plochy píku A, citlivosti čipu 

S a počtu molů n reagující látky pomocí vztahu /21/.  

 

                                                      

                                                          /21/ 

 

Citlivost čipu lze zjistit elektrickou nebo chemickou kalibrací. O kalibraci kalorimetru bude 

podrobněji pojednáno v samostatné kapitole. 

 

Studium termodynamických vlastností vzorků pomocí IC-kalorimetru lze provádět pro různé 

teploty v rozmezí 20-45 °C. Teplotu lze volit pomocí temperovaného boxu, ve kterém je 

kalorimetr umístěn. To je obzvláště výhodné při studiu enzymatických reakcí pro simulaci 

tělesné teploty 37 °C. 

 

Díky malé velikosti křemíkové membrány je dynamické chování tepelných čidel z velké části 

určeno tepelnou kapacitou a tepelnou vodivostí vzorků. Ačkoli je dynamické chování celého 

uspořádání mnohem více komplexní, tyto vlastnosti umožňují takto navrženému zařízení 

sledovat kinetiku reakcí. Při popisu používaného kalorimetru bylo čerpáno především z práce 

[45].  
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4.2.2 Čip NCM-9924 
 
Čip NCM-9924 od firmy Xensor Integration (Delft, Nizozemí), který byl používán k měření, 

je vyráběn použitím technologie mikroelektro-mechanických systémů (MEMS). Tyto 

systémy, známé také jako mikrosystémové technologie (MST), byly vyvinuty z metod, které 

se používají při výrobě integrovaných obvodů. MEMS jsou technologie, které se využívají 

k vytvoření trojrozměrné struktury na bázi křemíku se specifickými geometrickými, 

mechanickými a elektrickými vlastnostmi [58]. Ve srovnání s kalorimetry konstruovanými 

tradičními technikami, kde je každá komponenta mechanicky spojena zvlášť, u kalorimetrů 

vyráběných MEMS technologií je vše v jedné struktuře. Tato technologie umožňuje vznik 

struktury na bázi křemíku, která bude plnit hned tři funkce: ohřívač, senzor teploty a držák 

vzorku viz obr. 38 [58-62].  

 

 
Obr. 38 Schéma čipu s termočlánky a ohřívači 

 

Při výrobě čipu se obvykle vychází z kruhové křemíkové destičky o průměru 100 mm a 

tloušťce 0,5 mm, která slouží jako základ. Odporové ohřívače a termočlánky jsou vytvářeny 

na povrchu tohoto křemíkového plátu nanesením specifických látek a následným formováním. 

Formování se provádí fotolitograficky a mokrým nebo suchým leptáním. Tepelný tok 

prostupuje membránou uchycenou na keramický nosič, který v tomto případě plní nejen 

funkci mechanické podpory, ale také funkci chladiče. Vytváří se tak teplotní rozdíl, který je 

snímán pomocí termočlánků a převeden na výstupní napěťový signál (µV). 

 

Z jednoho křemíkového plátu je vyrobeno více membrán. Jednotlivé kusy (membrány) jsou 

děleny řezacím strojem s diamantovým hrotem. Elektrické drátky mezi jednotlivými 

mikroelektro-mechanickými systémy jsou spojovány ultrazvukovým svařováním.  
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Obr. 39 Schematické znázornění čipu NCM-9924 v keramickém nosiči PGA-68. 

 

Čip se skládá z 8,3 x 8,3 mm velké membrány z monokrystalického křemíku uchycené do 

keramického rámu. Tloušťka membrány je 22-45 µm s citlivostí přibližně 2,4 nebo 1,2 V·W-1. 

Uprostřed membrány se nachází tzv. citlivá oblast, někdy také nazývaná jako aktivní nebo 

horká oblast. Aktivní oblast je 4 x 4 mm velká (obr. 5) a obsahuje tři odporové ohřívače. Dva 

jsou vyrobeny z hliníku a třetí je z křemíku. Termočlánky jsou integrovány mezi ohřívače a 

keramický rám. Teplotní rozdíl, který termočlánky snímají a převádí na výstupní signál, 

vzniká porovnáním teplot. K porovnání teplot dochází mezi středem membrány (aktivní 

oblastí) a teplotou keramického rámu. Keramický rám PGA-68 („Pin Grid Array“) tvoří 

pouzdro integrovaného obvodu s 68 vývody (piny). 

 

Na obr. 39 je možné vidět uspořádání čipu: termočlánky (TP+ a TP-) slouží k měření tepla 

v průběhu reakce, citlivost membrány je zjišťována kalibrací pomocí ohřívačů (2 integrované 

křemíkové ohřívače s označením Rh a 3 hliníkové R1, R2 a R3). Diody (P, N) umístěné mimo 

citlivou oblast slouží k monitorování teploty v okolí čipu. Parametry jednotlivých komponent 

jsou uvedeny v tabulce 5 [29]. 
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Tab. 5 Technické parametry čipu NCM-9924 

Parametr Typ Jednotka Poznámka 

Nosič 29 x 29 x 7 mm PGA-68 s otvorem11 x 11 mm 

Rozměr čipu 10 x 10 x 5  mm  

Membrána 8,3 x 8,3  mm  

Tloušťka membrány 22, 45 µm  

Termočlánek-odpor 50 kΩ  

Odporový ohřívač 1 kΩ R1-R2 hliníkový ohřívač 

Odporový ohřívač 0,25 kΩ R1-R3 hliníkový ohřívač 

Odporový ohřívač 0,8 kΩ Rh-Rh integrovaný ohřívač 

Citlivost čipu 2,4; 1,2 V/W Na vzduchu 

Citlivost termočlánku 50 mV/K  

Skladovací teplota -25 do +85 °C  
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4.3 Pracovní postupy 
 

IC-kalorimetr se používá pro studium reakcí v systémech fází kapalina-kapalina nebo pevná 

látka-kapalina. Kalorimetr se skládá z hliníkového bloku rozděleného na dvě části (viz obr. 

22, 37). Spodní část má výřez pro čip, horní část (víko) má otvor pro zasunutí mikrostříkačky. 

Na čip se vkládá první komponenta buď ve formě kapky, nebo pevné látky. Pevnou látku je 

nutné umístit do kruhového měřidla (dále jen kroužku), které má rozměry přizpůsobeny 

velikosti aktivní oblasti tak, aby ji nepřesáhlo. Velký důraz je kladen na přesnost umístění 

kroužku. Při špatné pozici může dojít při zasouvání mikrostříkačky k proražení čipu nebo jeho 

poškození. Pokud by byla pevná látka vložena na čip bez kroužku, i zde hrozí riziko narušení 

povrchu nebo proražení čipu. Tato situace může nastat v důsledku tlaku kapky, který se 

vyvine při stlačení mikrostříkačky a posunu pevné látky.  

 
Obr. 40 Uspořádání IC-kalorimetru [63] 

 

Po umístění první látky na čip se na spodní stranu víka nalepí kroužek z filtračního papíru. 

Tím se zajistí konstantní tlak par a zabrání vypařování vzorku na čipu. Kroužek z filtračního 

papíru je obvykle vlhčen 6-8 µl roztoku látky, která je na čipu. Po navlhčení se blok uzavře. 

Do otvoru ve víku hliníkového bloku se zasune mikrostříkačka o objemu 1-5 µl s roztokem 

druhého reaktantu. Celkový objem kapaliny, resp. reakční směsi, na čipu po vyprázdnění 

mikrostříkačky by neměl překročit 10-12 µl, záleží na smáčivosti povrchu membrány. 
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Kriteriem jsou hranice aktivní oblasti 4 x 4 mm. Po ustavení rovnováhy během 20-50 min se 

reakce spustí vyprázdněním Hamiltonovy mikrostříkačky. Dojde ke spojení kapek (viz obr. 

40) a na obrazovce monitoru se objeví pík, jehož plocha je úměrná tepelnému zabarvení 

reakce. Měření je dokončeno asi 10-15 minut po zahájení reakce, kdy se napěťový signál opět 

vrátí na základní linii. Po každém měření se čip opláchne destilovanou vodou a velmi jemně 

setře do sucha.  

 

4.3.1 Vyhodnocení výsledků 
 

Změna teploty v průběhu reakce je snímána termočlánkem a zaznamenána ve formě napětí. 

Plocha pod křivkou závislosti U=f(t) je přímo úměrná reakčnímu teplu podle vztahu /22/: 

 

         /22/ 

 

Pro vyhodnocení kinetických parametrů enzymatických reakcí existují dva způsoby. První 

pomocí počítačového programu MATLAB/SIMULINK umožňuje modelovat celou křivku 

závislosti U=f(t) prostřednictvím nelineární optimalizace vybraných simulačních parametrů. 

To ovšem vyžaduje podrobné znalosti o reakčním mechanismu, především o možných 

následných reakcích. Proto je tato metoda považovaná za méně vhodnou [64].  

 

Druhá varianta stanovení kinetických parametrů je založená na modelování sestupné části 

křivky závislosti U=f(t), jak je naznačeno v obr. 41 a vztahu /23/. Reakce v tomto okamžiku 

pokročila natolik, že lze využít předpokladu csub<<KM, koncentraci substrátu csub ve vztahu 

/23/ lze tudíž zanedbat. 

                                                    /23/ 

 

 

Za tohoto zjednodušujícího předpokladu získává rovnice tvar /24/, 
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kde Vmax  a Km jsou konstanty, za jejichž poměr může být dosazena nová konstanta K: 

Její hodnotu lze získat z inverzní hodnoty časové konstanty kalorimetru τ (viz obr. 41). 

 
Obr. 41 Ukázka vyhodnocení entalpie reakce a časové konstanty kalorimetru pro výpočet 
kinetických parametrů. 
 

Při modelování této části křivky je možné zanedbat vliv následných reakcí. Hlavními 

výhodami této metody je snadná manipulace a aplikovatelnost na různé reakce.  

 

4.3.2 Princip kalibrace 
 

Většina izotermních kalorimetrů je kalibrována dodáním tepla pomocí elektrického ohřevu. 

Elektrický ohřívač bývá umístěn v kalorimetrické nádobce, v případě IC-kalorimetru je 

integrován v křemíkové membráně (viz kapitola 4.2.2). Elektrická kalibrace je méně vhodná 

z hlediska zohlednění procesů proudění tepla během reakce. To může vést k závažným 

chybám a v tomto případě je vhodnější použití chemické kalibrace. Bez ohledu na zvolenou 

techniku je nutné ověřit celkový výkon zařízení.  
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4.3.2.1  Elektrická kalibrace 

 
Téměř všechny moderní kalorimetry jsou kalibrovány elektricky. Miniaturizací kalorimetru 

vznikají nové specifické problémy s ohledem na citlivost a přesnost měření. Při posuzování 

výsledků je nezbytné přesné stanovení uvolněného nebo spotřebovaného tepla. Toto stanovení 

však může být ovlivněno řadou nežádoucích faktorů jako je odpařování, míchání nebo 

proudění. Všechny uvedené faktory ovlivňují také kalibraci kalorimetru a tvoří systematické 

chyby měření.  

 

Elektrická kalibrace je založena na stanovení citlivosti nebo kalibrační konstanty kalorimetru. 

Měření spočívá v umístění 8 μl destilované vody na aktivní oblast membrány. Kroužek 

z filtračního papíru nalepený na spodní části víka hliníkového bloku je vlhčen 6-8 μl 

destilované vody. Kalorimetr se uzavře a do víka se zasune prázdná hamiltonova 

mikrostříkačka. V programu MATLAB se nastaví hodnoty příkonu 0,1 mW,  doba ohřevu 

150 sekund a celková doba jednoho cyklu 300 sekund.  

 

Citlivost čipu se získá porovnáním výstupního signálu U (µV) s teplem dodaným pomocí 

odporového ohřívače ve formě příkonu P (mW). Kalibrační konstanta, dále jen citlivost, je 

stanovena pomocí vztahu /25/. 

 

                                                           
P
UWVS  1                                                             /25/ 

 

Konstrukce a umístění těchto termočlánků a ohřívačů je obtížné, a proto je v literatuře 

uváděna chyba měření u elektrické kalibrace izotermních mikrokalorimetrů až 5 % [65].  

 

4.3.2.2  Chemická kalibrace 

 

Elektrický kalibrační ohřívač může vést k podstatně odlišnému rozložení teploty v reakční 

nádobě resp. aktivní oblasti membrány nebo způsobit jiné tepelné proudění ve srovnání se 

zkoumanou reakcí. V těchto případech je vhodné provést srovnání chemickou kalibrací.  
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Chemická kalibrace se provádí vhodně zvolenou kalibrační reakcí [57]. V případě IC-

kalorimetru byla použita reakce Tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou 

chlorovodíkovou.  Na aktivní oblast čipu se předloží 3 μl  kyseliny chlorovodíkové 

v koncentracích 0; 0,025; 0,05 M. Kroužek z filtračního papíru se navlhčí 6-8 μl destilované 

vody a kalorimetr se uzavře. Do víka se zasune hamiltonova mikrostříkačka s 4,4 μl 0,1M 

roztoku Tris(hydroxymethyl)aminomethanu. Po ustálení teplotní rovnováhy cca 20-30 minut 

se reakce spustí stlačením Hamiltonovy mikrostříkačky. Reakci je možné ukončit po 10 

minutách od vyprázdnění mikrostříkačky.  

 

Citlivost čipu se vypočítá ze směrnice přímky k(x) závislosti plochy píku A na koncentraci 

kyseliny chlorovodíkové podle vztahu /23/. 

 

                                                  /26/ 

 

 

Hodnoty entalpií reakce ΔHr Tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou 

chlorovodíkovou pro různé teploty jsou uvedeny v tabulce 6. 

 

Tab. 6 Hodnoty reakčních entalpií reakce Tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou 
chlorovodíkovou pro různé teploty. 
 

T (°C) ΔHr (kJ∙mol-1) 

15 48,22...48,25 

20 47,84...47,91 

25 47,44...47,60 

30 47,11...47,27 

 

Citlivost čipu a faktory ovlivňující její hodnotu jsou jedny z hlavních parametrů studovaných 

v této práci. Proto bude o kalibraci podrobněji pojednáno v následující kapitole „Výsledky a 

diskuse“. 

 

 
 
 
 
 

HCl
C

r VH
xkS


 25

)(
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4.3.3 Studované enzymatické reakce 

4.3.3.1 Reakce trypsinu s Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid  

hydrochloridem  

 

 Trypsin je trávicí enzym, 

který se tvoří v neaktivní 

formě (trypsinogen) ve 

slinivce břišní. Je aktivován 

v tenkém střevě, kde štěpí 

bílkoviny na menší části. 

Tím se podílí na správném 

trávení proteinů obsažených 

v potravě. Trypsin přechází 

částečně do krevního oběhu, 

kde jej lze stanovit. 

Fyziologické hodnoty 

v lidském těle se pohybují v 

rozmezí 138 - 400 μg/l. 

Zvýšené nebo snížené 

hodnoty indikují řadu 

onemocnění např. chronic-

kou pankreatitidu, cystickou fibrózu nebo cholelitiázu. 

Podmínky a postup měření:  

2,5 až 15 mg enzymu trypsinu bylo rozpuštěno v 1 ml příslušného pufru. Pufry byly 

připraveny smícháním anorganického pufru o koncentraci 0,1 M a pH=7,8 s N,N-

dimethylformamidem v poměru 1:1. Roztok substrátu Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid 

hydrochloridu (BApNA) o koncentraci 0,055 M byl připraven rozpuštěním pevné látky 

v pufru o stejném složení, v jakém byl rozpuštěn enzym. Na čip byl předložen objem 3 μl 

0,055M roztoku BApNA a kroužek byl vlhčen 6-8 μl roztoku substrátu. Hamiltonova 

mikrostříkačka byla naplněna 4,4 μl roztoku enzymu o příslušné koncentraci. Rovnováha byla 

Obr. 42 Reakce trypsinu a Nα-benzoyl-L-arginin-p-
nitroanilid hydrochloridu 
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ustálena nejdříve po 40-50 minutách, následně byla reakce spuštěna vyprázdněním 

mikrostříkačky, zastavena byla po 10-15 minutách. Ukončení reakce je doprovázeno 

charakteristickým žlutým zabarvením kapky na čipu v důsledku vzniku produktu p-

nitroanilinu. Použité anorganické pufry byly 0,1M CH3COONH4+NH4OH, 0,1M NH4HCO3 a 

0,1M Tris-HCl+0,025M CaCl2. Reakce byla zkoumána při teplotě 37 °C. Enzym trypsin i 

substrát BApNA byl uchováván při -20 °C. Roztoky enzymu i substrátu byly připravovány 

každý den čerstvé. 

 

4.3.3.2 Reakce ureázy s močovinou 

 

Ureáza je enzym katalyzující hydrolýzu močoviny podle rovnice 27 :  

 

22342222
2)( COOHNHNHNCOOHOHCONH OHureáza                           /27/ 

 

Vyskytuje se především u rostlin, mikroorganismů a bezobratlých živočichů. Vykazuje 

absolutní substrátovou specifitu, tzn., že neštěpí jiné substráty než močovinu. Ureáza ze 

sójových bobů byla prvním enzymem, který byl získán v krystalickém stavu. Reakce byla 

zkoumána za různých podmínek, tzn. pH a složení pufrů. Studium hydrolýzy močoviny bylo 

již předmětem mnoha studií [66-69].  

 

 

Podmínky a postup měření: 

 

Roztok ureázy byl připraven rozpuštěním daného množství enzymu v pufru tak, aby finální 

koncentrace roztoku činila 10-40 mg/ml. Močovina byla rozpuštěna v tomtéž pufru za vzniku 

7mM roztoku substrátu. 3 μl tohoto roztoku byly vneseny na čip a mikrostříkačka byla 

naplněna 4,4 μl roztoku enzymu ureázy. Kroužek byl vlhčen 6-8 μl použitého pufru. Po 

ustálení rovnováhy (cca 30 minut) byla reakce spuštěna vyprázdněním mikrostříkačky. 

Reakce byla studována při teplotách 25 a 37 °C, ve fosfátovém pufru a Tris-HCl pufru o pH 7 

a 8. Fosfátový pufr byl připraven z 0,1M roztoků KH2PO4 a Na2HPO4·12H2O [64]. Enzym 

ureáza byl uchováván při 2-8 °C. Roztoky enzymu i substrátu byly připravovány každý den 

čerstvé. 
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4.3.3.3 Reakce invertázy se sacharózou 

 

Hydrolýza sacharózy katalyzovaná enzymem β-fruktofuranosidáza, obecně nazývaným jako 

invertáza, poskytuje ekvimolární směs glukózy a fruktózy. Tato reakce /28/ je doprovázena 

změnou optické otáčivosti z pravotočivé na levotočivou, protože vzniká pravotočivá glukóza 

a silně levotočivá fruktóza 

                                fruktózaglukózaOHsacharóza invertáza   2                                   /28/ 

Podmínky a postup měření: 

Roztok invertázy o koncentraci 10-40 mg/ml byl připraven rozpuštěním daného množství 

enzymu v Michaelisově pufru. Roztok substrátu byl rozpuštěn v tomtéž pufru za vzniku 0,1 M 

roztoku sacharózy. 3 μl tohoto roztoku byly vneseny na čip, mikrostříkačka byla naplněna 4,4 

μl roztoku enzymu invertázy a kroužek byl ovlhčen 6-8 μl roztoku Michaelisova pufru. Po 

ustálení rovnováhy (cca 30 minut) byla reakce spuštěna vyprázdněním mikrostříkačky. 

Reakce byla studována při teplotách 25 a 37 °C a pH 4,6 a 5,6. Michaelisův pufr o 

koncentraci 0,1 M byl připraven z 1 M roztoků kyseliny octové a hydroxidu sodného [64]. 

Enzym ureáza byl uchováván při 2-8 °C. Roztoky enzymu i substrátu byly připravovány 

každý den čerstvé. 

Při měření enzymatických reakcí byly použity pufry následujícího složení [64]: 

Octanový pufr: 0,1 M CH3COONH4 pH upraveno roztokem NH4OH na 7,8.   

Uhličitanový pufr: 0,1 M NH4HCO3 pH 7,8 

TRIS-HCl+CaCl2 pufr:  0,1 M  Tris(hydroxymethyl)aminomethane + 0,1 M HCl +     

                                       0,025 M CaCl2 pH 7,8 

TRIS-HCl pufr: 0,1 M Tris(hydroxymethyl)aminomethane + 0,1 M HCl pH 7 a 8 

Michaelisův pufr: 0,1 M CH3COOH pH roztoku upraveno 1M NaOH na pH 4,6 a 5,6 

Fosfátový pufr: 0,1 M KH2PO4 +0,1 M NaHPO4·12 H2O pH 7 

Přesné hodnoty pH pufrů byly ověřeny pH metrem. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
 

Hlavní výhoda IC-kalorimetru spočívá v časové, materiálové a tím i finanční úspoře. Tato 

výhoda miniaturizovaného a zcela nového zařízení je ovšem spojena s nedostupností 

důležitých informací, jejich získání bylo jedním z cílů této práce. V následující kapitole proto 

budou shrnuty studované aspekty ovlivňující citlivost čipu nebo samotný průběh měření a tím 

i správnost výsledků naměřených na IC-kalorimetru. První informaci o správné funkčnosti IC-

kalorimetru poskytuje kalibrace, která umožňuje stanovení citlivosti čipu jako kalibrační 

konstanty. Citlivost, jak bylo zjištěno, je ovlivněna faktory: 

- tloušťka membrány, 

- individuálnost čipu, 

- teplota 

- objem kapaliny na čipu. 

 

V dalším textu je diskutována, mimo jiné, také stabilita signálu, její závislost na podmínkách 

měření, jakými jsou teplota, charakter látky na čipu, temperační doba, dávkovací efekt nebo 

vlhčení kroužku zajišťující konstantní tlak par v reakční komoře.  

 

Z literatury bylo zjištěno, že IC-kalorimetr je nejčastěji používán ke studiu enzymatických 

reakcí [47,48]. S ohledem na tento fakt je poslední část této práce věnována studiu reakcí 

trypsinu s Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem, ureázy s močovinou a 

invertázy se sacharózou. Výsledky jsou v závěru porovnány s jinými kalorimetry (např. 

mikrokalorimetrem typu LKB 8700) a s daty uvedenými v dostupné literatuře. 

 

5.1 Testování IC-kalorimetru 

5.1.1 Elektrická kalibrace 
 
 
Elektrická kalibrace byla prováděna před každou sérií měření pro ověření správné funkčnosti 

čipu a tím i celého zařízení. Elektrická kalibrace čipu TA18 byla provedena při 25 °C 
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umístěním 8 μl destilované vody na aktivní oblast membrány. Kroužek na spodní části víka 

byl vlhčen 6-8 μl destilované vody. Příkon byl nastaven na 0,1 mW s periodou cyklického 

ohřevu 150 sekund. Průběhy časových závislostí vstupního a výstupního signálu jsou 

znázorněny na obr. 43 a 44. 

 
Obr. 43 Ukázka vyhodnocení cyklů výstupního signálu závislosti U=f (t) 

 

 
Obr. 44 Ukázka vyhodnocení cyklů vstupního signálu závislosti P=f (t) 
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Citlivost čipu TA18 byla stanovena porovnáním výstupního signálu – napětí se vstupním 

signálem – příkonem pěti cyklů ohřevu elektrické kalibrace. Výsledky jsou uvedeny v tab. 7. 

Výsledná hodnota činila 2,285±0,003 V·W-1. Relativní odchylka měření (dále jen chyba 

měření) při vyhodnocování cyklů elektrického ohřevu nepřesáhla u pěti kalibrací 0,5 %. Pro 

ověření bylo stejným způsobem změřeno a vyhodnoceno celkem pět kalibrací.  

 

Tab. 7 Výsledky vyhodnocení pěti kalibrací čipu TA18 

Kalibrace č. Průměrné hodnoty citlivosti čipu TA18 
(V∙W-1) 

1 2,285±0,003 
2 2,293±0,005 
3 2,289±0,011 
4 2,269±0,010 
5 2,305±0,009 

Průměr 2,288 
Směrodatná odchylka 0,012 

95% interval spolehlivosti 0,010 
Spodní mez 2,278 
Horní mez 2,298 

 

Průměrná hodnota citlivosti čipu TA18 každé z uvedených kalibrací (tab. 7) byla získána 

vyhodnocením pěti cyklů elektrického ohřevu po cca 30 minutách ustálení. Z tabulky je 

patrné, že průměrné hodnoty citlivosti čipu TA18 stanovené při jednotlivých kalibracích jsou 

zatíženy chybou (relativní směrodatnou odchylkou) max. 0,5 %. Jelikož je tato chyba stejně 

velká jako u výsledku získaného zprůměrováním hodnot z jednotlivých kalibrací, byla 

elektrická kalibrace prováděna pouze jednou, vždy před každou sérií měření.  

 

Kalibrace je také důležitou informací o aktuálním stavu čipu. Membrána s tloušťkou několik 

mikrometrů je velmi křehká a vyžaduje opatrnou manipulaci. K poškození však může dojít 

nejen přímým mechanickým poškozením, ale také opotřebením. Na obr. 45 lze vidět ukázku 

výstupního signálu při elektrické kalibraci suchého poškozeného čipu. 
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Obr. 45  Ukázka elektrické kalibrace suchého poškozeného čipu TA 12 

 

5.1.2 Chemická kalibrace 
 

U nových čipů se vedle elektrické kalibrace provádí i kalibrace chemická, která lépe simuluje 

tepelné proudění při zkoumané reakci. IC-kalorimetr byl kalibrován chemickou reakcí 

tris(hydroxymethyl)-aminomethanu s kyselinou chlorovodíkovou (viz kap. 4.3.2.2):  

 

                                          (HOCH2)3C-NH2 + H+ → (HOCH2)3C-NH3
+                               /29/ 

 

Ukázka průběhu výstupního napěťového signálu při tomto měření je znázorněna na obr. 46. 
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Obr. 46 Ukázka průběhu výstupního napětí při chemické kalibraci v závislosti na koncentraci 
kyseliny chlorovodíkové 
 
Hodnoty ploch píků byly získány jako průměr hodnot pěti měření pro každou koncentraci 

kyseliny chlorovodíkové. Data byla následně vynesena do grafu závislosti plochy píku na 

koncentraci kyseliny chlorovodíkové (obr. 47).  

 
Obr. 47 Závislost plochy píku na koncentraci kyseliny chlorovodíkové při chemické  kalibraci 
čipu TA18 typu NCM-9924 
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Podle vztahu /26/ byla ze směrnice přímkové závislosti A = f (CHCl) vypočítána citlivost čipu. 

Výsledky chemické kalibrace čipu TA18 jsou uvedeny v tabulce č. 8. 

 
Tab. 8 Výsledky vyhodnocení chemické kalibrace čipu TA18 

CHCl (mM) A (mVs) 

0 14,15 ± 0,51 
25 6,71 ± 0,23 
50 -2,19 ± 0,003 

Citlivost čipu TA18 (V∙W-1) 2,267 

 

Data získaná vyhodnocením závislosti plochy píku na koncentraci kyseliny chlorovodíkové 

byla zatížená chybou do 3,7 %. Pro výpočet byla použita hodnota reakční entalpie 47,44 

kJ·mol-1 uvedená v tabulce č. 6 v experimentální části této práce. Citlivost stanovená 

chemickou kalibrací činila 2,267 V·W-1. Chemická kalibrace je časově velmi náročná a 

neumožňuje tak častou kontrolu správné funkčnosti zařízení jako elektrická kalibrace.  

 

5.1.3 Faktory ovlivňující citlivost čipu 

5.1.3.1 Tloušťka membrány 

 
Výrobcem čipu NCM-9924 je firma Xensor Integration, která uvádí jeho citlivost v rozmezí 

1,2-2,4 V·W-1 [29]. V následující tab. 9 jsou uvedeny výsledky elektrických kalibrací dvou 

typů čipů TA14 a R8. Tloušťka membrány (tmem) čipu TA14 a R8 je 22 a 45 µm. 

 
Tab. 9 Závislost citlivosti čipu (S) na tloušťce membrány. 

Cyklus č. STA14 (V∙W-1) SR8 (V∙W-1) 

1 2,312 1,211 

2 2,305 1,218 

3 2,321 1,217 

4 2,328 1,214 

5 2,313 1,215 

Průměrná citlivost 2,316±0,008 1,215±0,002 

tmem 22 µm 45 µm 
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Z výsledků elektrické kalibrace čipů TA14 a R8 plyne, že mezi citlivostí a tloušťkou 

membrány platí nepřímá úměra. Citlivost čipů s membránou 22 µm se bude pohybovat kolem 

hodnoty 2,4 V·W-1 tzn. na horní hranici rozmezí uvedeného v literatuře [29] a naopak čip 

s membránou 45 µm bude dosahovat citlivosti cca 1,2 V·W-1 tzn. na spodní hranici citlivosti. 

 

5.1.3.2 Teplota 

 

Při zkoumání reakcí při jiné než laboratorní teplotě je důležité počítat se změnou citlivosti 

čipu. Většina biologických nebo enzymatických reakcí je zkoumána při fyziologické teplotě 

37 °C. Proto je znalost změny citlivosti s teplotou důležitou informací. Testování probíhalo 

v rozmezí teplot 25-45 °C. Teplota byla udržována na dané hodnotě použitím temperovaného 

boxu. Citlivost byla zjišťována elektrickou kalibrací.  

 

 
Obr. 48 Teplotní závislost citlivosti čipu TA14 

 

Z grafu na obr. 48 je zřetelný vliv změny teploty na citlivost čipu. S rostoucí teplotou se 

citlivost čipu snižuje. Při změně teploty v řádech desetinách stupňů lze pokládat tento vliv za 

nevýznamný. Při změnách teploty o 5 °C je změna citlivosti čipu významná.   
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5.1.3.3 Objem kapaliny na čipu 

 
Zatížení membrány jako další studovaný efekt přímo souvisí s objemem kapky na čipu. 

Objem kapaliny na čipu je limitován rozměry aktivní oblasti membrány 4 x 4 mm. Při měření 

je důležité počítat s celkovým objemem po přidání druhé reakční komponenty z  

mikrostříkačky, ani po té nesmí výsledná kapka přesáhnout tuto aktivní oblast, aby nedošlo ke 

zkreslení tepelného zabarvení reakce.  

 

Na grafu na obr. 49 je možné sledovat závislost citlivosti čipu na objemu předložené kapaliny. 

Se vzrůstajícím objemem kapaliny na povrchu membrány citlivost čipu klesá. Možným 

vysvětlením může být fakt, že část přiváděné energie se spotřebuje na ohřívání kapaliny.  

 

 
Obr. 49 Vliv objemu kapaliny na citlivost čipu TA14 

 
Vliv objemu kapaliny na citlivost čipu je možné pozorovat při porovnání jednotlivého cyklu 

vstupního a výstupního signálu elektrické kalibrace suchého a mokrého čipu. Předložený 

objem na čipu byl 8 µl. První graf (obr. 50) odpovídá elektrické kalibraci suchého čipu, kde je 

velmi dobře patrné rychlé spojení mezi vstupním a výstupním signálem.  
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Obr. 50 Elektrická kalibrace suchého čipu TA14 

 
 
Na grafu v obr. 51 je zaznamenáno určité zpoždění v odpovědi výstupního signálu na vstupní. 

Toto zpoždění nastává v důsledku tepelného odporu mezi ohřívači a kapkou na čipu. 

Zpoždění odpovídá časová konstanta, která je významným parametrem při popisu křivky 

závislosti U=f(t) a dynamického chování IC-kalorimetru při studiu chemických reakcí. 

 
Obr. 51 Elektrická kalibrace čipu s 8 µl destilované vody 
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Potvrzením vlivu objemu kapaliny na čipu na jeho citlivost jsou rovněž údaje v tab. 10, kde 

jsou porovnány jednotlivé čipy NCM-9924 stejné šarže TA za sucha a při zatížení membrány 

8 µl destilované vody. Výsledky ukazují, že rozdíl v citlivosti mezi zatíženými a suchými čipy 

je až 0,4 V·W-1 (cca 15 %). Rozdíl v citlivostech jednotlivých exemplářů stanovený jako 

relativní odchylka měření je u zatížených čipů 1 % a u suchých 1,7 %.  

 
Tab. 10 Porovnání citlivosti různých čipů stejné šarže 

Mokrý Suchý 
Označení čipu 

S (V∙W-1) S (V∙W-1) 

TA16 2,24±0,015 2,682±0,003 
TA18 2,288±0,003 2,705±0,002 
TA19 2,237±0,014 2,596±0,007 

Průměr 2,255 2,661 
Směrodatná odchylka průměru 0,023 0,047 

95% interval spolehlivosti 0,009 0,018 
Spodní mez 2,246 2,643 
Horní mez 2,264 2,679 

 

5.1.4 Další faktory ovlivňující měření 

5.1.4.1 Stabilita signálu 

 

Základní či nulová čára (linie) výstupního signálu je definována jako kalorimetrický signál 

generovaný kalorimetrem bez tepelných efektů. Výjimku tvoří příspěvky v důsledku míchání, 

koroze, oxidace nebo vedlejší reakce, které jsou ve většině případů konstantní a lze je 

považovat za součást základní čáry. Odchylky od základní čáry lze definovat jako šum nebo 

posun základní čáry („drift“). 

 

Šum signálu 

  

Šum je definován jako kolísání hodnoty základní linie během krátkého intervalu (obvykle 

<1 minuta). Šum je zpravidla způsoben elektrickým kolísáním signálu. Hladiny šumu jsou 

definovány jako ± dvojnásobek směrodatné odchylky driftu [57].   
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Tab. 11 Vyhodnocení šumu signálu elektrické kalibrace různých čipů a šarží 

Typ čipu R7 R8 TA14 TA16 TA18 

Úsek č. ΔU (μV) 

1 1,22 1,39 1,89 1,66 1,33 

2 1,33 1,17 1,71 1,59 1,29 

3 1,17 1,35 1,78 1,27 1,36 

4 1,78 1,28 1,17 1,55 1,58 

5 1,76 0,94 1,88 1,50 1,76 

ΔUØ (μV) 1,45±0,26 1,23±0,16 1,69±0,27 1,51±0,13 1,46±0,18 

 

V tab. 11 jsou uvedeny výsledky vyhodnocení šumu signálu elektrických kalibrací různých 

čipů různé šarže. Hodnoty ΔU (μV) v tabulce byly získány odečtením rozdílu mezi hladinami 

šumu podle vzoru na obr 52.  

 
Obr. 52 Ukázka odečtení hladin šumu signálu 

 

Z tab. 11 lze usoudit, že hladina šumu se dramaticky nemění při použití různých čipů různé 

šarže. Do testování byly použity dva čipy (R7, R8) s tloušťkou 45 μm a tři s tloušťkou 22 μm. 

Průměrná hodnota šumu u použitých čipů NCM-9924 je 1,47 ± 0,15 μV. 
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5.1.4.2 Posun základní čáry 

 

Posun základní čáry nazývaný také jako „drift“ vyjadřuje změnu hodnoty této linie v určitém 

časovém intervalu. Bylo zjištěno, že na výchozí hodnotu základní čáry má vliv charakter látky 

na čipu a na posun baseliny má zásadní vliv teplota. Oba vlivy jsou znázorněny na obr 53 a 

54.  

 

 
Obr. 53 Vliv změny teploty na posun  základní linie 

 

Z obr. 53 je vidět přímý vliv teploty na polohu základní čáry. Při změně teploty o 0,1 °C se 

základní čára posune o cca 270 μV. Z důvodu zajištění konstantních teplotních podmínek byl 

IC-kalorimetr umístěn do speciálně upraveného temperovaného boxu s možností ohřevu i 

chlazení. I přesto nebylo měření spuštěno dříve než po 20 minutách temperování od sestavení 

kalorimetru.  

  

Pro posouzení vlivu charakteru látky vnášené na čip na výchozí hodnoty základní čáry byly 

použity destilovaná voda, hydrogenuhličitan amonný a N,N-dimethylformamid. Tyto látky 

byly používány také při studiu enzymatických reakcí. 
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Obr. 54 Vliv charakteru látky na výchozí hodnotu základní linie 

 

Graf  na obr. 54 naznačuje významný vliv charakteru látky na výchozí polohu základní linie. 

Pro každou látku bylo provedeno pět měření, aritmetické průměry stanovených výchozích 

hodnot základní čáry pro vybrané látky jsou uvedeny v tab. 12. 

 

Tab. 12 Průměrné výchozí hodnoty baseliny pro vybrané látky 

Látka Průměrná výchozí hodnota základní 
čáry 

H2O -1441 ± 140 

NH4HCO3 -2746 ± 338 

N,N-dimethylformamid    7354 ± 1006 

 

Z grafu je vidět, že po ustálení se hodnota základní linie blíží nule. Proto je důležité zdůraznit, 

že hodnoty uvedené v tabulce platí pro počáteční výchozí hodnotu základní čáry. Její časová 

závislost bude popsána v následující kapitole. 
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5.1.4.3 Temperační doba 

 
V této části práce je diskutován vliv doby temperace na stabilitu signálu. Požadovaná teplota 

je udržována pomocí speciálně upraveného temperovaného boxu. Jakákoliv manipulace uvnitř 

boxu způsobí mírné zakolísání teploty a tím i posun základní čáry-viz obr. 53 a je nutné 

nechat teplotu znovu ustálit. Temperační doba je tedy čas potřebný k ustálení teploty a tím i 

signálu. V  grafu na obr. 54 je názorně vidět, že k ustálení a přiblížení hodnot základní linie k 

nule nedochází ihned po zahájení měření. Teplotní podmínky závisí nejen na vyrovnání 

teploty uvnitř kalorimetru a vzorku na čipu, ale také na tlaku par v reakční komoře. 

 

Tab. 13 Výsledky vyhodnocení plochy píku v závislosti na době temperování 

ttemp. (s) AØ (μVs) Chyba měření 

300 12 645 ± 2951 23 % 

600 14 078 ± 1870 13 % 

900 17 218 ± 605 3,5 % 

 

Vliv temperační doby na chybu měření byl sledován vyhodnocováním plochy píku reakce 

0,1M Tris(hydroxymethyl)aminomethanu s 0,05M kyselinou chlorovodíkovou (tab. 13). 

Z výsledných hodnot vyplývá, že při době ustalování nad 900 sekund chyba měření výrazně 

klesá. Proto u běžných reakcí byla rovnováha ponechána ustalovat minimálně 20 minut a u 

enzymatickým reakcí kolem 40-50 minut.  

 

5.1.4.4 Tlak par v reakční komoře 

 

Jak již bylo zmíněno v předchozí kapitole, na stabilitu signálu má vliv rovněž tlak par 

v reakční komoře. K minimalizaci vypařování vzorku a zajištění konstantního tlaku par slouží 

kroužek z filtračního papíru umístěný na spodní část víka hliníkového bloku. Tento lepící 

kroužek z filtračního papíru je vlhčen buď stejnou látkou (roztokem) nacházející se na čipu 

nebo destilovanou vodou. Graf na obr. 55 znázorňuje závislost citlivosti čipu s 8 μl 

destilované vody na množství vlhčící kapaliny. 
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Tab. 14 Výsledky měření závislosti citlivosti čipu (S) na intenzitě vlhčení kroužku 

Objem destilované vody k vlhčení 
(μl) S (V∙W-1) 

0 2,336 ± 0,016 
2 2,272 ± 0,011 
4 2,341 ± 0,010 
6 2,258 ± 0,015 
8 2,271 ± 0,014 

10 2,229 ± 0,006 
12 2,282 ± 0,024 
14 2,320 ± 0,017 

SØ (V∙W-1) 2,289 ± 0,037 
 

Z hodnoty směrodatné odchylky průměrné hodnoty citlivosti čipu získané při různých 

objemech kapaliny k vlhčení kroužku je patrné zvýšení chyby měření z 0,5 % (viz tab. 7) na 

cca 1,5 % (viz tab. 14). Proto je nutné zabránit kolísání, které je možné vidět na obr. 55, 

stanovením a dodržováním konstantního množství vlhčící kapaliny. 

 

 
Obr. 55 Vliv intenzity vlhčení těsnícího kroužku na citlivost čipu 
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Tímto konstantním rozmezím byl zvolen objem mezi 6 a 8 μl. V tab. 14 je vidět minimální 

rozdíl v citlivosti a kroužek je tímto objemem dostatečně navlhčen pro udržení konstantního 

tlaku par. Při použití vyšších objemů dochází ke stékání kapaliny a při velmi nízkých 

objemech zůstává část kroužku suchá. 

 

5.1.4.5 Dávkovací efekt 

 

Dávkování vzorku na čip je zajišťováno mikropipetou. Kapalina nacházející se 

v Hamiltonově mikrostříkačce se dávkuje pomocí stlačovacího nástavce. Tlak vyvinutý jeho 

stisknutím se projeví na měřené křivce během prvních 2 – 3 sekund po nástřiku druhého 

reaktantu jako tzv. „dávkovací efekt“ v podobě samostatného endotermního píku před 

vlastním měřeným tepelným efektem (viz obr. 56 a 57). 

 
Obr. 56 Ukázka dávkovacího efektu pro zvolené objemy kapaliny na čipu a dávkované 
mikrostříkačkou  
 

Průměrná hodnota dávkovacího efekt se pohybuje kolem 120 ± 40 μJ. Proto je tento efekt ve 

srovnání s měřeným tepelným efektem v řádech desítek kJ zanedbatelný, jak je možné vidět 

na obr. 57. I přesto byly křivky příslušející reakčnímu teplu vyhodnocovány bez dávkovacího 

efektu.  
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Obr. 57 Porovnání  dávkovacího efektu s tepelným efektem měřené reakce. 

 

 

5.2 Studium tepelného zabarvení enzymatických 

reakcí 

5.2.1Reakce trypsinu a Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid    

hydrochloridu  
 

Reakce trypsinu s Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem (BApNA) byla 

studována postupem uvedeným v kap. 4.3.3.1.  Byly u ní studovány vlivy změn koncentrace 

enzymu a pufru na reakční entalpii.  

 

Vyhodnocení výsledků probíhalo standardním způsobem uvedeným v kapitole 4.3.1. Při 

studiu této reakce byl použit čip TA18 s aktuální citlivostí 2,29 V·W-1.  Výsledky experimentů 

jsou uvedeny v tab. 15 
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Tab. 15 Změny entalpie reakce trypsinu s BApNA získané měřením na IC-kalorimetru 

Reakce Pufr pH T (°C) ΔHr (kJ∙mol-1) 

Tris-HCl+CaCl2 7,8 37 -13,0 ± 0,4 

CH3COONH4 + NH4OH 7,8 37 -65,0 ± 4,4 

 

Trypsin+BApNA 

 NH4HCO3 7,8 37 -70,3 ± 1,4 

 

Tab. 16 Publikované hodnoty změny entalpie  reakce trypsinu s BApNA 

Reakce Pufr pH T (°C) ΔHr (kJ∙mol-1) Literatura 

Tris + HCl 7,8 25 -48.4 [70] 

Tris  7,8 25 -48.5 [71] 

 

Trypsin+BApNA 

Tris 7,3 25 -28,7 [72] 

 

Z výsledků tepelného zabarvení reakce enzymu trypsinu se substrátem BApNA je evidentní 

exotermní charakter reakce. Tuto skutečnost potvrzují rovněž tabelované hodnoty reakčních 

entalpií z databáze „Thermodynamics of Enzyme-Catalyzed Reactions, National Institute of 

Standards and Technology (Gaithersburg, Maryland, USA)“ v tab. 16. Reakční entalpie 

zkoumané reakce byly stanoveny pro tři pufry, z naměřených hodnot je zřejmý 

nezanedbatelný vliv prostředí na výslednou hodnotu reakční entalpie. Koncentrace enzymu 

neovlivňuje hodnotu entalpie reakce, jelikož reakce je limitována množstvím substrátu, 

nikoliv enzymu. 

 

5.2.2 Reakce ureázy s močovinou 
 

Reakce byla zkoumána za různých podmínek. Proměnnými parametry byly pH a chemické 

složení pufru a teplota.. Enzym ureáza je charakteristický svou substrátovou specifitou,  tzn. 

že katalyzuje pouze hydrolýzu močoviny. Podmínky a postup měření jsou uvedeny v kap. 

4.3.3.2, výsledky jsou shrnuty v tab. 17. 
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Tab. 17 Změny entalpie reakce ureázy s močovinou získané měřením na IC-kalorimetru 

Reakce Pufr pH T (°C) Csub (mM) ΔHr (kJ∙mol-1) 

Tris + HCl 7 25 7 -77,7 ± 2,8 

Tris + HCl 8 25 7 -87,4 ± 4,4 

Tris + HCl 7 37 7 -57,1 ± 2,7 

Fosfátový  7 25 7 -59,9 ± 2,2 

Ureáza+močovina 

Fosfátový  7 37 7 -26,8 ± 1,2 

 

 

Tab. 18 Publikované hodnoty změny entalpie reakce ureázy s močovinou 

Reakce Pufr pH T (°C) ΔHr (kJ∙mol-1) Literatura 

Fosfátový  7,0 25 -59,6 [73] 
Fosfátový  7,0 25 -33,1 [74] 
Fosfátový  6,9 25 -61,0 [74] 
Fosfátový  6,9 25 -58,6 ± 1,1 [75] 

Tris  7,9 25 -20,0 [74] 

Tris  7,5 25 -18,7 [74] 

Tris 7,0 25 -16,4 ± 0,7 [75] 

Ureáza+močovina 

Tris 7,0 25 -7,1 ± 1,0 [68] 

 

Výsledky měření enzymatické reakce ureázy s močovinou pomocí IC-kalorimetru ukazují 

jasný vliv teploty na hodnotu reakční entalpie. S rostoucí teplotou z 25 °C na 37 °C  se 

uvolněné reakční teplo stanovené v prostředí Tris-HCl pufru snižuje z -77,7 ± 2,8 na -57,1 

± 2,8 kJ·mol-1. Vliv teploty byl potvrzen rovněž měřením ve fosfátovém pufru, kde hodnota 

reakční entalpie klesla z -59,9 ± 2,2 na -26,8 ± 1,2. Porovnání naměřených hodnot 

s publikovanými [73, 74] lze provést pouze pro fosfátový pufr při teplotě 25 °C a pH=7, kde 

byly splněny stejné podmínky. Hodnoty reakční entalpie se s přihlédnutím k chybě měření 

shodují. Je třeba poznamenat, že kalorimetrická měření enzymatických reakcí jsou 

komplikovaná z hlediska jejich vysoké citlivosti na vnější podmínky, proto lze i v literárních 

pramenech nalézt významné rozdíly v hodnotách jejich reakčních tepel, jak je patrné i z tab. 

18. 
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5.2.3 Reakce invertázy se sacharózou 
 

Obdobně jako u předešlé reakce bylo vyšetřováno tepelné zabarvení enzymatické reakce 

invertázy a sacharózy pomocí IC-kalorimetru (viz kap. 4.3.3.3) a následně bylo provedeno 

porovnání výsledků s údaji uvedenými v databázi „Thermodynamics of Enzyme-Catalyzed 

Reactions, National Institute of Standards and Technology (Gaithersburg, Maryland, USA)“. 

Hodnoty reakčních entalpií stanovených a publikovaných jsou zaznamenány v tab. 19 a 20.  

 

Tab. 19 Změny entalpie reakce invertázy se sacharózou získané měřením na IC-kalorimetru 

Reakce Pufr pH T (°C) Csub (M) ΔHr (kJ∙mol-1) 

Michaelisův p. 4,6 25 0,1 -16,3 ± 1,1 

Michaelisův p. 5,6 25 0,1 -19,2 ± 1,6 Invertáza+sacharóza 

Michaelisův p. 5,6 37 0,1 -14,1 ± 1,8 

 

Tab. 20 Publikované hodnoty změny entalpie reakce invertázy se sacharózou 

Reakce Pufr pH T (°C) ΔHr (kJ∙mol-1) Literatura 

Michaelisův p. 4,6 25 -15,4 [76] 
Michaelisův p. 4,6 25 -15,0 [77] Invertáza+sacharóza 

Michaelisův p. 5,65 37 -14,2 [77] 
 

V případě reakce invertázy se sacharózou bylo provedeno kompletní srovnání výsledků 

s publikovanými daty kalorimetricky změřenými na izoperibolickém kalorimetru [76] a 

mikrokalorimetru [77]. Výsledky se v rámci chyby měření shodují. Pokles  hodnoty z -19,2 ± 

1,6 na -14,1 ± 1,8 pro pH=5,6 a změnu teploty z 25 na 37°C jen logicky potvrzuje fakt, že u 

exotermních reakcí s rostoucí teplotou intenzita tepelného zabarvení klesá. Rovněž pH má na 

změnu entalpie reakce invertázy a sacharózy nezanedbatelný vliv. Reakční entalpie se 

s rostoucí koncentrací enzymu nemění z důvodů uvedených u předchozí studované reakce.  
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5.3 Parametry ovlivňující průběh enzymatických reakcí 

5.3.1Koncentrace enzymu 
 

Závislost rychlosti průběhu reakce na koncentraci enzymu byla zkoumána pro enzymatické 

reakce invertázy se sacharózou, ureázy s močovinou a trypsinu s Nα-benzoyl-L-arginin-p-

nitroanilid hydrochloridem. Jako parametr charakterizující reakční rychlost byla přitom 

zvolena konstanta K definovaná vztahem /16/ (viz kap. 3.3.2). 

 

Výsledky pro enzymatickou reakci invertázy se sacharózou byly získány kalorimetrickým  

měřením v prostředí Michaelisova pufru o pH=4,6; teplotě 25 °C; koncentraci substrátu 0,1 M 

a pro koncentrační řadu 10, 20, 30, 40 mg/ml invertázy (viz kap. 4.3.3.3), v tabelární a 

grafické podobě jsou uvedeny v tab. 21 a na obr. 58. 

 
Obr. 58 Vliv koncentrace enzymu invertázy na rychlost hydrolýzy sacharózy 

 

Původní koncentrace enzymu (10-40 mg/ml) na počátku reakce je v tab. 21 přepočítána na 

koncentraci enzymu v reakční směsi po smíchání obou komponent (5,95-23,78 mg/ml). 

Tentýž postup přepočtu byl použit u ostatních komponent.  
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Tab. 21 Vliv koncentrace enzymu invertázy na rychlost hydrolýzy sacharózy 

cenz (mg/ml) K (s-1) 

5,95 0,092 

11,89 0,121 

17,84 0,158 

23,78 0,180 

 

Obr. 58 potvrzuje předpoklad lineární závislosti rychlosti reakce na koncentraci enzymu. 

Rovnice regresní přímky má tvar: 

 

K = 0,0625 + 0,0051cenz                                  /30/ 

 

Se zvyšující se koncentrací enzymu se zvyšuje nejen počet molekul s energií postačující 

k reakci, ale také frekvence jejich srážek, což vede k rostoucí reakční rychlosti.  

 

Tentýž efekt byl pozorován u reakce ureázy s močovinou při 25 °C v pufru Tris-HCl při pH=7 

a csub=7 mM. Další podmínky měření a pracovní postup jsou uvedeny v kap. 4.3.3.2. 

Výsledky jsou uvedeny v tab. 22 a na obr. 59), rovnice regresní přímky závislosti K – cenz má 

tvar: 

                                                        K = 0,0698 + 0,0192cenz                                                      /31/ 

 
Tab. 22 Vliv koncentrace enzymu ureázy na rychlost hydrolýzy močoviny 

cenz (mg/ml) K (s-1) 

5,95 0,191 

11,89 0,305 

17,84 0,378 

23,78 0,547 

 
 

V obou uvedených případech se tedy rychlost enzymové reakce s rostoucí koncentrací 

enzymu při zachování konstantní koncentrace substrátu zvyšuje. 
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Obr. 59 Vliv koncentrace enzymu ureázy na rychlost hydrolýzy močoviny 

 

Mohou ovšem nastat případy, kdy je tomu naopak. Jedním takovým případem je reakce 

trypsinu s Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem v prostředí Tris-HCl+CaCl2 

pufru o pH = 7 - viz obr. 60 a tab. 23.  

 
Obr. 60   Vliv koncentrace enzymu trypsinu na rychlost jeho reakce s BApNA 
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Rovnice regresní přímky závislosti K – cenz má tvar: 

 

                                                            K =0,2671-0,0272cenz                                                  /32/ 

 

Tab. 23 Vliv koncentrace enzymu trypsinu na rychlost jeho reakce s BApNA 

cenz (mg/ml) K (s-1) 

1,49 0,233 

2,98 0,178 

4,46 0,143 

5,95 0,110 

 

Při použití proteolytického enzymu k rozpouštění substrátu je totiž nutné počítat s enzymovou 

autolýzou. Při autolytické degradaci („sebetrávení“) dochází s rostoucím časem ke ztrátě 

aktivity enzymu, čímž lze vysvětlit trend zachycený na obr. 60. K autolýze mají předpoklady 

především proteázy jako je např. právě trypsin. 

 

Autolýze lze zabránit změnou podmínek nebo připojením enzymu na pevnou fázi. Takto 

imobilizované enzymy jsou výrazně odolnější proti degradaci a mohou tak působit delší dobu 

[78,79]. 

 

5.3.2 Teplota 
 
Rostoucí teplota zvyšuje rychlost enzymově katalyzovaných reakcí jen v přesně vymezeném 

rozsahu. Studované reakce invertázy se sacharózou a ureázy s močovinou byly studovány při 

teplotách 25 a 37 °C.  

 

Reakce invertázy se sacharózou byla zkoumána v prostředí Michaelisova pufru při pH=5,6; 

koncentraci substrátu 0,1 M a koncentraci přidávaného enzymu 10, 20, 30, 40 mg/ml (viz kap. 

4.3.3.3). Výsledky experimentů jsou uvedeny v tab. 24 a na obr. 61. 
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Obr. 61 Vliv teploty na průběh katalytické hydrolýzy sacharózy enzymem invertázou 
 

Byl potvrzen jednoznačný vliv rostoucí teploty na zvyšující se rychlost enzymatické 

hydrolýzy sacharózy. 

 

Tab. 24 Vliv teploty na průběh katalytické hydrolýzy sacharózy enzymem invertázou 

K (s-1) 
cenz (mg/ml) 

T=25 °C  T=37 °C 

5,95 0,114 0,147 

11,89 0,122 0,158 

17,84 0,159 0,223 

23,78 0,202 0,272 

 

Rovnice přímek proložených závislostmi K = f (cenz ) mají tvar: 

 

pro  25 oC:      K = 0,074 + 0,0051cenz                                        /33/ 

 

pro  37 oC:      K = 0,09 + 0,074cenz                                         /34/ 
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Na obr. 62 je zřetelně viditelná změna sestupné části křivky U = f (t) naměřené při různých 

teplotách, která vypovídá o rychlosti reakce a jejímž modelováním lze získat parametr 

K přímo úměrný rychlosti reakce.  

 
 
Obr. 62 Závislosti U=f(t) pro reakci invertázy (5,95 mg/ml) se sacharózou při teplotách 25 °C a 
37 °C. 
 
Zúžení píku pro teplotu 37 °C je důsledkem urychlení reakce a signalizuje změnu (pokles) 

reakční entalpie potvrzenou výsledky uvedenými v tab. 19. 

 

V tab. 25 a v grafu na obr. 63 jsou vyneseny výsledky měření pro reakci ureázy s močovinou 

v prostředí Tris-HCl pufru při pH=7, koncentraci substrátu 7 mM a koncentraci enzymu 10, 

20, 30, 40 mg/ml (postupy viz kap. 4.3.3.2). 

 

Tab. 25 Vliv teploty na průběh katalytické hydrolýzy močoviny enzymem ureázou 

K (s-1) 
cenz (mg/ml) 

T=25 °C  T=37 °C 

5,95 0,249 0,191 

11,89 0,322 0,305 

17,84 0,349 0,378 

23,78 0,364 0,547 
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Obr. 63 Vliv teploty na průběh katalytické hydrolýzy močoviny enzymem ureázou 

 

Na rozdíl od předchozího systému invertáza – sacharóza mají závislosti reakční rychlosti 

hydrolýzy močoviny na koncentraci ureázy při různých teplotách rozdílné průběhy v oblasti 

nižších a vyšších koncentrací enzymu. Opačný je rovněž trend závislosti reakční rychlosti na 

koncentraci při použitých teplotách. Jestliže u prvního z uvedených systémů se směrnice 

závislosti K – cenz s teplotou zvyšovala, u druhého klesá: 

 

pro  25 oC:      K = 0,0698 + 0,0192cenz       /35/ 

 

pro  37 oC:      K = 0,2279 + 0,0063 cenz       /36/ 

 

Při koncentracích nižších než 12 mg/ml je rychlost reakce při teplotě 37 oC vyšší, nežli při 

25 oC, nad touto koncentrační hranicí je tomu naopak a se zvyšující se koncentrací ureázy se 

rozdíl zvyšuje. Tento efekt lze vysvětlit tím, že při vyšších teplotách dochází ke štěpení 

slabých vodíkových vazeb a hydrofobních interakcí udržujících sekundární a terciární 

strukturu enzymu a k postupné ztrátě katalytické aktivity v důsledku denaturace. V tomto 

případě je tento jev podpořen zvýšenou koncentrací enzymu. Ureáza a další enzymy tedy 

vykazují optimální reakční teplotu, pro její stanovení v případě studovaných systémů by však 

bylo zapotřebí provést mnohem více měření těchto teplotních závislostí. Rozdíl v rychlosti 
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reakce je možné pozorovat na křivkách U = f (t) pro teploty 25 a 37 °C, jak je patrné 

z obr. 64. Zatímco vrchol píku pro teplotu 25 °C je táhlý a konec reakce by se dal označit až 

kolem 800 sekundy, vrchol píku pro 37 °C je ostrý a reakce se může považovat za ukončenou 

kolem 400 sekund. Pro lepší znázornění konce reakce byly plochy píku vymezeny tečkovanou 

čarou. Z grafu na obr. 64 je zřetelné, že reakce běží pro cenz=5,95 mg/ml při vyšší teplotě 

rychleji. 

 
Obr. 64 Závislosti U=f(t) pro reakci ureázy (5,95 mg/ml) s močovinou při teplotách 25 °C a 
37 °C. 
 

5.3.3 pH 
 

Důsledky změny pH prostředí na rychlost enzymatické reakce byly studovány na reakci 

invertázy se sacharózou v prostředí Michaelisova pufru při pH= 4,6 a 5,6 při 25 °C. Reakce 

byla testována při koncentraci substrátu 0,1 M a koncentraci přidávaného enzymu v rozmezí 

10-40 mg/ml (pracovní postupy viz kap. 4.3.3.3) Hodnoty konstant K uvedené v grafu na obr. 

65 a v tab. 26 byly získány jako průměr pěti měření.  
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Tab. 26 Vliv pH na rychlost katalytické hydrolýzy sacharózy enzymem invertázou 

K (s-1)  
cenz (mg/ml) 

pH=4,6 pH=5,6 

5,95 0,092 0,114 

11,89 0,121 0,122 

17,84 0,158 0,159 

23,78 0,180 0,202 

 

Pro zvýraznění vlivu pH a rozlišení hodnot pro pH=4,6 a 5,6 byly vynesené body proloženy 

přímkami. Rovnice regresních přímek závislostí K = f (cenz) mají tvar: 

 

pro  pH = 4,6     K = 0,0629 + 0,005cenz       /37/ 

 

pro  pH = 5,6     K = 0,074 + 0,0051cenz       /38/ 

 

 
Obr. 65 Vliv pH na rychlost katalytické hydrolýzy sacharózy enzymem invertázou 

 

Na obr. 66 je ukázka křivek U = f (t) pro různé pH, na kterých je vidět rozdíl nejen ve výšce 

píků, ale také ve tvaru zadní modelované části křivek vypovídající o rychlosti reakce. 
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Obr. 66 Závislosti U=f(t) pro reakci invertázy (11,89 mg/ml) se sacharózou při pH 4,6 a 5,6 

 

Ještě větší průkaznost vlivu pH na rychlost enzymatické reakce poskytuje vyhodnocení 

rychlostního parametru K pro reakci ureázy s močovinou. Reakce byla zkoumána v Tris-HCl 

pufru při pH=7 a 8 při 25 °C. Koncentrace substrátu činila 7 mM, koncentrační rozmezí 

enzymu v přidávaném roztoku bylo stejně jako ve všech předchozích případech 10-40 mg/ml 

(viz kap. 4.3.3.2). Výsledky jsou shrnuty v tab. 27 a znázorněny na obr. 67. 

 

Tab. 27 Vliv pH na rychlost katalytické hydrolýzy močoviny enzymem ureázou 

K (s-1) 
cenz (mg/ml) 

pH=7 pH=8 

5,95 0,191 0,084 

11,89 0,305 0,113 

17,84 0,378 0,167 

23,78 0,547 0,225 
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Obr. 67 Vliv pH na rychlost katalytické hydrolýzy močoviny enzymem ureázou 

 
Přímkové závislosti K - cenz mají tvar: 

pro  pH = 7      K = 0,070 + 0,0192cenz                                    /39/ 

 

pro  pH = 8      K = 0,028 + 0,008cenz                                    /40/ 

 

Rovněž na obr. 68 je možné vidět výrazné rozdíly při porovnání závislostí U = f (t) pro pH=7 

a 8. Ze strmějšího charakteru křivky pro pH=7 lze usuzovat, že při nižším pH probíhá reakce 

rychleji, což potvrzují závislosti vynesené do grafu na obr. 67. 

 

Z tab. 17, obr. 67 a 68 je prokazatelné, že různé pH prostředí ovlivňuje jak termodynamické 

tak kinetické parametry zkoumaných enzymatických reakcí. 
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Obr. 68  Závislosti U=f(t) pro reakci ureázy (5,95 mg/ml) s močovinou při pH 7 a 8 

 

5.3.4 Chemické vlastnosti prostředí 

  
Mezi další studované faktory patří prostředí, které tvořily použité pufry. Tento faktor byl 

studován na reakcích ureázy s močovinou a trypsinu s Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid 

hydrochloridem (viz kap. 4.3.3.1).  

 

U prvního z uvedených reakčních systémů byly zjišťovány rozdíly v hodnotách kinetického 

parametru K pro reakci v Tris-HCl pufru a ve fosfátovém pufru o pH = 7 při 25 °C. 

Koncentrace substrátu činila 7 mM a koncentrace enzymu v přidávaném roztoku ležela v 

rozmezí od 10 do 40 mg/ml.  

 

Z tab. 28 a grafů na obr. 69 a 70 jsou patrné rozdíly potvrzující význam studovaného efektu, 

tj. vlivu prostředí (pufru) na průběh enzymatické reakce. Závislost parametru K na 

koncentraci enzymu je v případě použití pufru Tris-HCl významně strmější a hodnoty 

K vyšší, nežli u pufru fosfátového, o čemž svědčí i hodnoty směrnice regresních přímek 

těchto závislostí: 
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Obr. 69 Vliv složení pufru (pH = 7) na průběh katalytické hydrolýzy močoviny enzymem 
ureázou 
 

pro  TRIS-HCl       K = 0,070 + 0,019cenz                                   /41/ 

 

pro  fosfátový pufr      K = 0,001 + 0,046cenz                                   /42/ 

 

Tab. 28 Vliv složení pufru (pH = 7) na průběh katalytické hydrolýzy močoviny enzymem 
ureázou 

K (s-1) 
cenz (mg/ml) 

Tris-HCl pufr Fosfátový pufr 

5,95 0,191 0,028 

11,89 0,305 0,054 

17,84 0,378 0,085 

23,78 0,547 0,109 
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Obr. 70 Závislosti U=f(t) pro reakci ureázy (5,95 mg/ml) s močovinou ve dvou různých pufrech 
 

Pík na závislosti U = f (t) odpovídající pufru Tris-HCl na obr. 70 opět jasně naznačuje, že 

reakce v tomto pufru probíhá rychleji. 

 
Obr. 71 Vliv složení pufru na průběh enzymatické reakce trypsinu s BApNA 
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Tab. 29 Vliv složení pufru na průběh enzymatické reakce trypsinu s BApNA 

K (s-1) 
cenz (mg/ml) 

Tris-HCl+CaCl2 CH3COONH4+NH4OH 

1,49 0,233 0,197 

2,98 0,178 0,162 

4,46 0,143 0,129 

5,95 0,110 0,098 

 

Druh použitého pufru ovlivňuje i kinetiku druhé studované reakce. Reakce trypsinu s BApNA 

ovlivněná autolýzou trypsinu (viz kap. 5.3.1) byla studována v pufrech Tris-HCl+CaCl2 a 

CH3COONH4+NH4OH o pH = 7,8 při 37 °C a vstupních koncentracích trypsinu 10-40 mg/ml. 

V pufru Tris-HCl+CaCl2 probíhá reakce rychleji, což dokládá i méně záporná hodnota 

směrnice přímky závislosti K = f (cenz): 

 

pro  TRIS-HCl      K = 0,267 - 0,027cenz                                    /43/ 

 

pro  CH3COONH4+NH4OH   K = 0,229 – 0,022cenz                                    /44/ 

 

I v tomto případě, přes rušivý vliv autolýzy trypsinu, byl potvrzen vliv složení pufru na 

rychlost enzymatické reakce, jak je možné pozorovat na obr. 71 a 72 a vyčíst z tab. 29. 
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Obr. 72 Závislosti U=f(t) pro reakci trypsinu s BApNA ve dvou různých pufrech 

 

5.3.5 Koncentrace substrátu 
 
Vliv koncentrace substrátu na reakční rychlost enzymatické reakce byl sledován u reakcí 

invertázy se sacharózou a ureázy s močovinou. V prvním případě byla koncentrace enzymu 

v Michaelisově pufru o pH = 4,6 10 mg/ml, teplota při měření činila 25 °C (viz kap. 4.3.3.3). 

Výsledky měření jsou uvedeny v tab. 30 a na obr. 73. 

 

Tab. 30 Vliv koncentrace sacharózy na rychlost její reakce s enzymem invertázou 

csub (mol/l) K (s-1) 

0,04 0,092 

0,06 0,130 

0,08 0,147 

0,12 0,164 

 

Graf na obr. 73 potvrzuje předpoklad o zvyšující se počáteční rychlosti reakce s rostoucí 

koncentrací substrátu. 
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Obr. 73 Vliv koncentrace sacharózy na rychlost její reakce s enzymem invertázou 

 

Hodnota konstanty K se blíží limitnímu maximu odpovídajícímu nejvyšší dosažitelné 

počáteční rychlosti Vmax, kdy se koncentrace substrátu dostává oproti koncentraci enzymu do 

stechiometrického nadbytku. Hodnotu Vmax nelze z uvedené závislosti bezprostředně určit, 

jelikož na ose pořadnic není vynášena rychlost, ale pouze parametr přímo úměrný rychlosti. 

Odhadem Michaelisovy konstanty Km, která je definována jako koncentrace substrátu, při níž 

je dosaženo poloviční hodnoty maximální počáteční rychlosti (viz kap 3.3.2), by však bylo 

možné Vmax určit. Extrapolací závislosti K = f (csub) na obr. 73 do oblasti vysokých 

koncentrací substrátu lze odhadnout, že hodnota Vmax ~ 0,172 mol·l-1·s-1 a Km ~ 0,038 mol·l-1. 

Porovnání hodnot s publikovanými daty je uvedeno v tab. 31. Při srovnávání těchto dat je 

nutné brát v úvahu určité odchylky v podmínkách měření, resp. v chemických vlastnostech 

prostředí, které jak bylo popsáno v kapitole 5.3.4, rovněž ovlivňují rychlost reakce. 

 

Tab. 31 Porovnání experimentálních dat s publikovanými hodnotami Km 

 Zdroj Km (mol∙l-1) Vmax (mol∙l-1∙s-1) Podmínky 

Experiment 0,038 0,172 0,1 M Michaelisův pufr pH=4,6 

Literatura [76] 0,046 - 0,05 M Michaelisův pufr pH=4,6 

Literatura [80] 0,049 - 0,05 M Michaelisův pufr pH=4,5 
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Stejný trend vykazuje závislost K = f (csub) na obr. 74 sestrojená z dat tab. 32 pro reakci 

ureázy s močovinou. Koncentrace enzymu byla u všech experimentů 10 mg/ml, roztoky 

enzymu i substrátu byly připraveny ve fosfátovém pufru o pH=7, experimenty byly 

prováděny při teplotě 25 °C (kap. 4.3.3.2). 

 
Obr. 74 Vliv koncentrace močoviny na rychlost její reakce s enzymem ureázou 

 

Tab. 32 Vliv koncentrace močoviny na rychlost její reakce s enzymem ureázou 

csub (mmol/l) K (s-1) 

1,22 0,095 

1,62 0,030 

2,03 0,043 

2,84 0,049 

 

Z průběhu závislosti K = f (csub) na obr. 74 byly odhadnuty hodnoty Km ~ 1,56 mmol·l-1 a 

Vmax ~ 52,5 μmol·l-1·s-1 a porovnány s publikovanými daty, jak je uvedeno v tab. 33. 
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Tab. 33 Porovnání experimentálních dat s publikovanými hodnotami Km a Vmax 

Zdroj Km (mmol∙l-1) Vmax (μmol∙l-1∙s-1) Podmínky 

Experiment 1,56 52,5 0,1 M fosfátový pufr pH=7 

Literatura [75] 7,40 43,2 0,1 M fosfátový pufr pH= 6,86 

 

Z porovnání s publikovanými daty vyplývá, že IC-kalorimetr lze využít ke studiu 

enzymatických reakcí a stanovení přibližné hodnoty Michaelisovy konstanty a maximální 

rychlosti, pro spolehlivější odhad je však nutné změřit závislost K = f (csub) v co nejširším 

rozmezí koncentrací substrátu.  
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6 ZÁVĚR 
 
Prvním z cílů disertační práce bylo nalézt vhodné podmínky pro měření chemických reakcí na 

testovaném nekomerčním IC-kalorimetru tak, aby měření byla reprodukovatelná. Hlavní 

měřící jednotkou přístroje je čip NCM-9924, jenž je charakterizován citlivostí, která byla 

stanovena pomocí elektrické a chemické kalibrace. Z výsledků plyne, že elektrická kalibrace 

je nejen časově úspornější, ale také poskytuje výsledky zatížené menší chybou. 

Prostřednictvím elektrické kalibrace byly zkoumány faktory ovlivňující citlivost čipu a tím i 

přesnost měření. Jedním z prvních zkoumaných faktorů byla tloušťka membrány. Výrobce 

(Xensor Integration) nabízí čipy s dvěmi tloušťkami membrány, neuvádí však, která 

z hraničních hodnot citlivosti přísluší tenčí či silnější membráně. Elektrickou kalibrací bylo 

zjištěno, že citlivost čipu je nepřímo úměrná tloušťce membrány. Čipy s tenčí membránou 

tedy budou vykazovat citlivosti čipu na horní hranici uváděného rozmezí a naopak.  

 

Teplota významně ovlivňuje citlivost čipu, s rostoucí teplotou citlivost klesá. Tento jev lze 

pokládat za významný při změnách teploty o několik stupňů, rozdíly v řádech desetin stupňů 

se na citlivosti čipu neprojeví. 

 

Objem kapaliny na čipu je limitován velikostí aktivní oblasti o rozměrech 4 x 4 mm uprostřed 

membrány. Nejenže je nutné při realizaci experimentu dodržet tyto hranice aktivní oblasti, ale 

rovněž objem kapaliny na ní, neboť i ten významně ovlivňuje citlivost čipu. S rostoucím 

objemem předložené kapaliny citlivost čipu klesá. 

 

Dalším důležitým faktorem, zejména pro správné vyhodnocení výsledků měření, je stabilita 

signálu. Bylo zjištěno, že na polohu základní čáry mají významný vliv teplota a charakter 

látky nacházející se na čipu, zejména na začátku měření. Proto je nutné ponechat základní 

linii signálu před začátkem měření dokonale ustálit a tím eliminovat chyby. Temperační dobu 

je nutné volit individuálně, s ohledem na charakter předložené látky.   

 

Tzv. vypařovací efekt způsobený odpařováním kapaliny z reakční směsi na čipu je nezbytné 

potlačit použitím kroužku z filtračního papíru, který po navlhčení zajistí konstantní tlak par 

v reakční cele. Při používání proměnlivého množství vlhčící kapaliny se může chyba měření 

zvýšit až třikrát.  
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Dávkovací efekt se na záznamu výstupního signálu projevuje samostatným endotermním 

píkem před vlastním měřeným tepelným efektem reakce. Je vyvolán přídavkem druhé reakční 

komponenty z mikrostříkačky k reaktantu předloženému na čipu. Velikost tohoto efektu je 

zanedbatelná, přesto nebyl při vyhodnocování reakční entalpie uvažován. 

 

Získané poznatky a optimalizované postupy byly využity v další části práce při studiu 

vybraných enzymatických reakcí pomocí IC-kalorimetru. Tento typ reakcí byl zvolen 

s ohledem na jejich pomalejší průběh, což umožňuje lépe studovat různé vlivy, které se při 

experimentu uplatňují. Vhodnost testovaného mikrokalorimetru ke studiu tohoto typu reakcí 

byla testována na reakcích ureázy s močovinou, invertázy se sacharózou a trypsinu s Nα-

benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem. Studovanými vlivy byly koncentrace 

enzymu a substrátu, pH prostředí, chemické složení pufru a teplota. Výsledky experimentů 

prokázaly, že hodnoty entalpií všech tří studovaných reakcí významně závisí na hodnotách 

pH, chemické povaze pufru a na teplotě. 

 

Pomocí rychlostního parametru K přímo úměrného počáteční reakční rychlosti a rezultujícího 

z experimentálních dat byla ověřována možnost využití IC-kalorimetru ke studiu kinetiky 

zmíněných enzymatických reakcí. Bylo zjištěno, že v případě reakcí ureázy s močovinou a 

invertázy se sacharózou rychlost reakce roste s rostoucí koncentrací enzymu a se zvyšující se 

teplotou. U reakce trypsinu s Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem však 

reakční rychlost se zvyšující se koncentrací enzymu klesá, což lze vysvětlit sklonem 

proteolytických enzymů k autolýze. V případě vlivu pH a složení pufru lze konstatovat, že 

jakákoliv změna těchto dvou parametrů významně ovlivní rychlost reakce, což bylo potvrzeno 

u všech tří studovaných reakcí. Rychlost enzymatických reakcí se zvyšuje i s rostoucí 

koncentrací substrátu, ovšem pouze do okamžiku dosažení maximální rychlosti Vmax. Ze 

závislostí rychlostního parametru K na koncentraci substrátu byly odhadnuty hodnoty 

maximální počáteční rychlosti a Michaelisovy konstanty. Určité odchylky od publikovaných 

dat lze přičíst poněkud rozdílným experimentálním podmínkám a malému počtu 

experimentálních dat.  

 

Dalším možným námětem pro využití IC-kalorimetru k  popisu kinetiky enzymatických 

reakcí by mohlo být stanovení enzymové aktivity, jejíž pokles se projevuje změnou výšky 

píku výstupního signálu.  
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Závěrem lze konstatovat, že IC-kalorimetr je zařízení vhodné ke studiu jak 

termodynamických tak kinetických vlastností enzymatických, případně dalších chemických 

reakcí probíhajících srovnatelnou, event. nižší rychlostí.   
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8 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A 

ZKRATEK 

SYMBOLY: 

 

A   - plocha píku 

AØ   - průměrná plocha píku 

@   - označení membrány pokryté hliníkovou vrstvou 

C   - tepelná kapacita 

Ck   - tepelná kapacita kalorimetru 

cenz   - koncentrace enzymu 

cpro   - koncentrace produktu 

csub   - koncentrace substrátu 

E   - entalpie 

Ea   - aktivační energie 

ε   - ochlazovací konstanta 

ΔG°   - standardní volná energie 

ΔGb   - volná energie vazeb 

ΔGnekat  - volná energie nekatalyzované reakce 

ΔGkat  - volná energie katalyzované reakce 

ΔGr   - celková volná energie reakce 

γ   - stechiometrie reakce 

H   - entalpie 

I   - proud 

k   - rychlostní konstanta 

K   - rychlostní parametr 

KB   - vazebná konstanta 

Km   - Michaelisova konstanta 

Kr   - rovnovážná konstanta 

P   - produkt 

℗   - označení membrány pokryté polykřemíkovou vrstvou 

Q   - teplo 
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Q10   - teplotní koeficient 

R   - odpor 

S   - entropie 

S1,S2  - substrát 1, substrát 2 

t   - čas 

T   - teplota 

ΔT   - rozdíl teplot 

Tc   - teplota kalorimetru 

Ts   - teplota okolí 

tmem   - tloušťka membrány 

ttemp   - doba temperace 

τ   - časová konstanta 

U   - napětí 

ΔU   - rozdíl napětí 

vi   - počáteční rychlost 

Vmax  - maximální rychlost 
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ZKRATKY: 

 

ATP  - adenosintrifosfát 

BApNA  - Nα-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochlorid 

CoE  - koenzym 

DNA  - deoxyribonukleová kyselina 

EC   - „Enzyme Commission“ (systém číselné klasifikace enzymů) 

EINECS - „European Inventory of Existing Commercial chemical Substances“ (evropský  

   seznam existujících obchodovatelných chemických látek 

ES   - komplex enzym-substrát 

FADH2  - flavinadenindinukleotid 

IC   - „integrated circuit“ (integrovaný obvod) 

IDE   - „interdigitated electrode“ (vnitřní „prstovitá“ elektroda) 

IPHT  - „Institute für Photonische Technologien“ (Institut pro fotonické technologie) 

ITC   - izotermní titrační kalorimetr 

KF-16  - označení nosiče čipů 

LCC-20  - označení nosiče čipů 

LCM  - označení čipů pro kapalinové mikrokalorimetry 

MEMS  - mikroelektro-mechanické systémy 

MFK  - označení typu průtokového mikrokalorimetru 

MST  - mikrosystémové technologie 

NADH  - redukovaná forma nikotinamid adenin dinukleotidu 

NADPH  - redukovaná forma nikotinamid adenin dinukleotid fosfátu 

NCM - označení čipů pro kapalinové mikrokalorimetry s vyšší mechanickou      

    odolností 

PGA-68 - označení keramického nosiče s 68 piny 

PTB-TK  - označení čipů pro kapalinové mikrokalorimetry pro vyšší teplotní rozmezí 

TCG  - označení čipů pro měření tepelné vodivosti 

TO-5  - označení nosiče čipů 

 


