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ABSTRAKT

Prace se zabyva testovanim vsadkového typu ¢ipového mikrokalorimetru nazyvaného také
IC-kalorimetr. Pfistroj byl vyvinut na Technické Univerzité ve Freibergu Dr. Lerchnerem.
Jedna se o typ kalorimetru, ktery neni komerc upny, a proto bylo nutné provést fadu
experimentll, které pfispéji k detailn¢jSimu popisu a k dokonalejSi znalosti zafizeni, ke
spolehlivému méfeni a vyhodnocovani vysledkii a nahradi tak absenci dostupné literatury.
Hlavni méfici jednotkou kalorimetru je komeréné dostupny ¢ip NCM-9924 dodavany firmou
Xensor Integration. Charakteristickou veli¢inou popisujici kazdy Cip je citlivost, kterou lze
povazovat za kalibracni konstantu. Studovanymi parametry ovliviiujicimi citlivost Cipu,
piesnost a spravnost méteni byly teplota, objem reakéni smési, intenzita vlhéeni krouzku,
individualnost Cipu, temperacni doba a tloustka membrany. Bylo zjisténo, ze na stabilitu

vystupniho signdlu maji nejvétsi vliv charakter latky na ¢ipu a teplota.

Ziskané poznatky byly vyuzity ke studiu tfi enzymatickych reakci: uredazy s mocovinou,
invertazy se sacharozou a trypsinu s a Na-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem. U
téchto reakci byly stanoveny reak¢ni entalpie za riznych podminek a studovany vlivy
koncentraci enzymu a substratu, pH, slozeni pufri a teploty na rychlost reakci. VSechny

uvedené faktory vyznamné ovliviiuji rychlost enzymatickych reakei.



ABSTRACT

The work deals with testing of the batch type chip microcalorimeter otherwise known as 1C-
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 Na-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 experimentalni technika se zabyva méfenim energie ve formé tepla. Jelikoz rlizné druhy
energie, napt. zafivou energii, elektrickou ¢i chemickou energii lze za vhodnych podminek
pievést kvantitativné na teplo, je mozné kalorimetrické metody vyuzivat ve fyzice, chemii a
biologii. VSechny fyzikalni, chemické ¢i biologické dé&je jsou doprovdzeny zménou entalpie,
coz dava kalorimetrii universalni vyuziti. Pojednavd o ni fada odbornych publikaci, pfi

sepisovani této ¢asti disertacni prace bylo cerpano predevsim z prace [1].

Pocatky kalorimetrie se datuji ke konci 18. stoleti a jsou spojeny se jmény Laplace a
Lavoisier. Vyvoj modernich kalorimetrickych metod Uzce souvisel s vyvojem teplotnich
¢idel, jako jsou napft. termistory. DalSimi dilezitymi obory pro rozvoj v oblasti kalorimetrie
jsou polovodicova technika v méficich a regulaCnich zafizenich a stejné jako u vSech

ostatnich metod vyuziti pocitact pro fizeni experimentl a vyhodnoceni namétenych dat.
Princip kalorimetrie

Meéiena energie se prevede na teplo Q (J), které se zméti na zakladé zvysSeni teploty AT podle
vztahu /1/:
Q=C, AT 1/

Tepelna kapacita kalorimetru Cy (J.K) zavisi na uspofadani méfeni. Ke stanoveni tepelné
kapacity je nutné kalorimetr kalibrovat. Kalibrace se provadi tak, ze se do systému dodava
znam¢é mnozstvi tepla a méfi se zmena teploty. VétSinou se kalibrace provadi elektrickym
ohfevem. Do reakcni nadoby kalorimetru se vloZzi topné télisko s odporem R (Q), které se
piipoji ke stabilizovanému zdroji proudu I (A). Pak se zméfi Cas t (s), po ktery bylo pfipojeno
ke zdroji proudu.

Mnozstvi tepla se pak vypocita podle zndmé rovnice /2/:

Q=1-U-t=R-I*-t 12/

Dodané teplo do systému se vSak ztraci, pokud se teplota kalorimetru (T.) li$i od teploty okoli

(Ts). Vznikly teplotni rozdil AT =T, —T, vyvola tepelny tok, ktery vede k vyrovnani obou
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teplot. Pokud se kalorimetr umisti do termostatu, pak je teplota T konstantni a tepelny tok je

mozno popsat Newtonovym ochlazovacim zdkonem /3/:

CL—?:—X-AT:—S-C-AT:—S-C'(TC_Ts) 13/

kde 4 (W K “) je tepelny tok vztazeny na jeden Kelvin, & (s“ ) je ochlazovaci konstanta a

C (J K™ ) je tepelnd kapacita.

Podle toho, jak se pfistupuje k tomuto rozdilu teplot AT, liSi se experimenty svym
uspofadanim. Na zakladé¢ hlediska vymény tepla se kalorimetrie ¢leni na:

= jizoperibolické;

= adiabatické;

= jzotermni;

=5 tepelnym tokem.

1.1 [Izoperibolicka kalorimetrie

Konstantni teplota okoli Ts u izoperibolickych kalorimetrti je obvykle realizovdna pomoci
vodniho termostatu, ktery piedstavuje obal kalorimetru s odpovidajici izolaci proti tepelnym
ztratdm (T, se méni, T, je konstantni). I pf1 velmi dobré tepelné izolaci neni mozno zanedbat
tepelny tok mezi kalorimetrickou nddobou a okolim, zvlasté pak v ptipadech, kdy dé¢;j trva
delsi dobu. Obvykle se proto izoperibolické kalorimetry pouZzivaji pro déje, které jsou

ukonceny do 10 — 15 minut.
Kvalitu tepelné izolace lze vyjadfit ochlazovaci konstantou ¢, kterou je mozné vypocitat

z kalibra¢nich dat teplota-Cas. Ochlazovaci konstanta, kterou lze vypocitat z integrované¢ho

tvaru Newtonova ochlazovaciho zdkona, umozni korekci experimentalné namétenych dat.

-12-



1.2 Adiabaticka kalorimetrie

Pti tomto uspotadani je tieba zajistit, aby teplota reak¢ni nadobky a obalu kalorimetru byly
v kazdém okamziku stejné. Toho se dosahne pouzitim tzv. adiabatického plasté. Nulovy
teplotni rozdil mezi kalorimetrickou nadobou a plastém je regulovan pomoci elektrického

ohtevu (T, = T, obé& teploty se méni).

1.3 Izotermni kalorimetrie

1.3.1 Pouziti tepelné¢ho spotiebice

Tepelny tok je v tomto ptipad¢ odstranén pomoci tepla fdzového ptrechodu. Teplo, uvolnéné
nebo spotifebované pii sledovaném d¢ji, se prevede do tepelného spotiebiCe, kde zplsobi
castenou fazovou zménu latky, kterou je spotiebi¢ naplnény. Tepelny efekt se pak projevi
jako objemova zména latky v tepelném spotiebi¢i. PfepoCet mezi zménou objemu a teplem
v Joulech se stanovi pii elektrické kalibraci kalorimetru. Jako ptiklad je moZné uvést
Bunsentv tzv. ,ledovy kalorimetr®, ktery je naplnén smési ledu a vody zbavené vzduchu a
pracuje pfi teploté fazové premény vody. Pouzitim jinych vhodnych latek se miize métit 1 pii

jinych teplotach.

1.3.2 Pouziti vhodné kompenzace

[zotermni podminky pfi méfeni se realizuji tak, Ze teplotni efekt pfi sledovaném dé&ji se
kompenzuje zndmym tepelnym efektem sopanym znaménkem tak, aby teplota
v kalorimetrické nadobce byla konstantni. U endotermnich dé€ji dochazi k ochlazovani
kalorimetrické nadobky a tento pokles teploty se kompenzuje pomoci teplotniho ohtevu. Méti
se vykon topného téliska jako funkce ¢asu. Plocha pod kiivkou zévislosti vykon-Cas je rovna
celkovému kompenzacnimu efektu. Pro exotermni déje se vyuziva tepelné Cerpadlo, které
udrzuje teplotu naddobky na konstantni hodnoté. Jako tepelné Cerpadlo se casto pouziva

Peltierova baterie. Méfenou veli¢inou je proud protékajici baterii, ktery je nutny k ochlazeni
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kalorimetrick¢ nadoby na ptivodni hodnotu. Vysledny kompenzacni efekt je plocha kiivky
zéavislosti proud-Cas.

Vyhodou této metody je, ze do vypocCti nevstupuje tepelna kapacita kalorimetru. Vyhodné je
to zejména pi1 métenich, kde béhem sledovaného déje dochdzi ke zménam tepelné kapacity

(napf. ptfi sméSovacich dgjich).

1.4 Kalorimetrie s tepelnym tokem

V tomto ptipadé je méfenou veli¢inou tepelny tok. Obvykle se pracuje s velkym tepelnym

tokem Cil—?, ktery je podle Newtonova ochlazovaciho zdkona umérny AT. Pii velkém

tepelném toku je méfend veliCina AT velmi mald, proto se oznacuje jako ,,Quasi-izotermni
kalorimetrie s tepelnym tokem. Na pocatku meéteni je teplota termostatu a kalorimetrické
nadoby stejna, tj. AT=0. Na konci méfeni je veSkeré teplo vyménéné v kalorimetrické
nadobce odevzdéano termostatu a AT je opét nulové. Plocha pod kiivkou zéavislosti AT - Cas

pak odpovida celkovému mnozZstvi tepla vyménéného béhem sledované reakce.

1.5 Dalsi hlediska deéleni kalorimetri

1.5.1 Pocet kalorimetrickych nadobek

Citlivost kalorimetrické metody je ddna stabilitou méteného signalu, ktera je ovlivnéna hlavné
kolisanim teploty v kalorimetru. Citlivost se podstatné zvySuje konstrukei tzv. zdvojené¢ho
(diferencniho) kalorimetru, ktery je opatfen dvéma stejnymi kalorimetrickymi nddobami, jez
jsou umistény ve stejném termostatu. Kolisani teploty termostatu tak ovliviiuje obé nadoby
stejné. V jedné nadobé probiha sledovand reakce a v druhé je inertni obsah se stejnou
tepelnou kapacitou, napt. stejné mnozstvi pouzitého rozpoustédla. Jako vystupni méfeny
signal je teplotni rozdil mezi obéma nddobami. Takto lze snizit kolisani signdlu na nizsi
hodnoty, neZ je reguladni presnost teploty v termostatu, ¢imz lze dosahnout citlivosti az 107

K nebo 10°® W. Pouzitim diferen¢niho uspotadani se eliminuji rusivé tepelné efekty.

- 14 -



1.5.2 Mikrokalorimetrie

vvvvvv

technikou nezaznamenatelné (i pfi pouziti diferencni kalorimetrie). Mikrokalorimetrie se
pouziva k méfeni termodynamickych vlastnosti kapalin v mnoZzstvi vzorku v fadu ul. Méfici
jednotkou je kiemikovy €ip, na jehoz aktivni oblasti (membran¢) dochdzi k ustavovani tepelné
rovnovahy. Do trojrozmérné struktury ¢ipu je zabudovana membrana, ktera plni hned tfi
funkce: termoclanek, ohiivac a ,,drzdk* vzorku. Vyhoda mikrokalorimetrie spoc¢iva v ¢asove,

materidlni, ale také ve finan¢ni uspofte.

1.5.3 Kontinualni titra¢ni kalorimetrie

Teplo spotfebované ¢i uvolnéné pii chemické reakcei je pfimo umérné reakénimu obratu. To
umoziuje sledovat pribéh reakce méfenim teplotnich zmén v kalorimetrické nadobce. Tvar
zavislosti AT — t je zdvisly na hodnoté rovnovazné konstanty probihajici reakce. Titracni
kalorimetrie umoziuje stanovit bod ekvivalence, reakéni entalpii a rovnovaznou konstantu

reakce.

Pii titraéni kalorimetrii lze pouZit adiabatickou, izoperibolickou a izotermni pracovni
techniku. Ve vSech ptipadech je nutné peclivé temperovat titrani Cinidlo. To lze zajistit
pouzitim automatickych byret s temperovanym plastém. Je vyhodné umistit celé zatizeni do

vzdus$ného termostatu.

1.5.4 Kontinualni smésSovaci kalorimetrie

Pfesné méfeni smeéSovacich entalpii kapalin 1ze provést pouze za neptitomnosti parni faze nad
kapalnou smési, nebot’ vyparné eventuelné kondenzaéni efekty zatézuji namétené vysledky
chybami. Jedna z metod, pfi niZz Ize provadét sméSovani bez parni faze, je tzv. ,ptetokova
metoda®“. Pfi této metod€ se pracuje s uzavienou kalorimetrickou nadobkou o konstantnim

objemu a vznikla smés se ponecha volné odtékat z kalorimetru.
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Uvolnéné sméSovaci teplo je kompenzovano Peltierovou baterii. Pokud je déj endotermni, je
nutno na kalibra¢ni odporové télisko vlozit urcité konstantni napéti. VloZenému napéti
odpovida urcity konstantni proud, ktery zptsobi ohtivani obsahu nadobky. Méfenou veli¢inou
je proud, prochdzejici Peltierovou baterii, potiebny ke kompenzaci uvolnéného tepla
v kalorimetrické nadobce, v zavislosti na Case. Integraci plochy pod kiivkou proud—Cas lze

vypocitat sméSovaci entalpii.

1.5.5 Prutokova kalorimetrie

(o4

Pritokova kalorimetrie je dynamickd méfici metoda, pfi niz se dva peclivé termostatované
proudy dvou kapalin misi ve smé&Sovaci komtirce, ktera musi zajistit homogenizaci smési
béhem co nejkratS$i drahy. Teplota vzniklé smési se porovndva za ustdlenych podminek

s n€kterou z kapalin pfed miSenim.
Rusivy vliv kolisani teploty v termostatu lze odstranit diferen¢nim métenim. Pti diferené¢nim

meéfeni je ve srovnavacim prutokovém systému vyslednd smés, ktera je vytemperovana na

teplotu termostatu. Vystupnim signalem je rozdil teplot mezi reakéni a srovnavaci trubici.

1.5.6 Termokineticka méfeni

Reak¢ni teplo uvolnéné v asovém useku t = 0 a t je tmérné koncentraci reakénich produkti
vzniklych v tomto ¢asovém useku. JelikoZ je kazda chemickd reakce doprovazena vyménou

tepla, lze tuto metodu aplikovat témét na vSechny chemické ¢i biochemické déje.
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2 MIKROKALORIMETRIE

2.1 Obecny uvod

V klasické kalorimetrii jsou jednotlivé dily zafizeni, jako meéfici kelimky, termoclanky a
ohfivace, vyrobeny jemnym obrabénim a ruéné smontovany dohromady. To vSak vede
k takovym charakteristikdm téchto pfistrojii, jako jsou naptiklad urcitd Casovd odezva ¢i

minimalni mnozstvi vzorku nutné k uskuteénéni méfent.

V nékterych ptipadech nastavaji podminky, jez vyzaduji, aby byly analyzy provadény rychleji
nebo s mensim objemem analyzovaného vzorku. Ztohoto divodu byly vynalezeny
kalorimetrick¢ kiemikové Cipy s integrovanymi obvody, které soucasné¢ plni funkci
kalorimetrické nadobky, ohiivace a termoclanku. Diky tomu miize byt kalorimetr mnohem

mensi, rychlej$i, coZ umoZzni analyzu menSich vzork s vétsi rychlosti.

Existuji dva zékladni typy méfeni na Cipovém kalorimetru: aktivni a pasivni. Pfi pasivnim
méfeni je stted membrany, tzv. aktivni oblast, zahfivana a vzorek v této oblasti je ohfivan na
pozadovanou teplotu. Nebo lze provadét fizeny ohtfev vzorku specifickym teplotnim profilem

(pti predurcené rychlosti zmény teploty) a pozorovat chovani vzorku pfi teplotnich zménach.

Pti aktivnim meétfeni vystupniho napéti z termoclankt je méfen tepelny vystup procesu.

Ohtivace mohou byt s vyhodou pouZity ke kalibraci.

Konstrukce kalorimetrickych ¢ipli umoZznuje oba typy méfeni. Typicky kalorimetricky Cip
obsahuje tenkou membranu, kterd je zasazena do 0,5 mm tenkého kiemikového rdmu. Nartst
teploty se méfi pomoci termoclanktt umisténych ve stfedu membrany. S ohledem na
konstrukci jsou ohfivace integrovany okolo stfedu membrany a pouzivaji se k dosaZeni

pozadované teploty v aktivni oblasti.
VétSina mikrokalorimetri popisovanych v této Casti prace byla vyvinuta na Katedfe fyzikalni

chemie TU Bergakademie Freiberg v Némecku, s niz ma Katedra anorganické technologie

dlouhodobou spolupraci. Tyto kalorimetry byly optimalizovany pro méfeni malych mnozstvi
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energii fadoveé v mikrojoulech a pro velmi citlivd zatizeni v nanojoulech [2]. Tyto vysoké
hodnoty citlivosti umoziuji zkoumani tepelnych prechod nanomaterial [3-6], biologickych
systéma [7-13], polymert [3,4,14,15], hotlavych plynti [16,17] a mnoho jinych aplikaci. Pro
dosazeni vysoké citlivosti nano a mikrokalorimetri byly zhotoveny nitrido-kiemikové
membrany vsazené do kiemikového ramu. Vysoka citlivost a rychla odezva umoziuji méfeni
vzorkd v fadech minut [18-27]. Tenka membrana je velmi kiehka a vyzaduje velmi jemnou
manipulaci se vzorkem. VétSina z téchto mikrokalorimetri je pfizpisobena pro konkrétni
aplikace a tudiz nejsou komercné dostupné, s vyjimkou zatizeni vyrabénych piimo firmou
Xensor Integration (Delft, Nizozemi) [28]. Cipy popisované v této &asti jsou rovnéz vyvinuty

touto firmou.

IC-kalorimetr (zkratka IC pochazi z anglického ,,integrated circuit”) uvedeny na obr. 5 vlastni

Katedra anorganické technologie Univerzity Pardubice.

2.2 Cipy pro kapalinové mikrokalorimetry

2.2.1 LCM-2506

= == s

Obr. 1 Aplikaé¢ni povrch LCM-2506 Obr. 2. Spodni elektronicka ¢ast LCM-2506

Cip LCM-2506 obr. 1-2 je tvofen membranou z monokrystalického kfemiku o rozmérech
3,5x 3,5 mm a tloustce 4-8 um. Membrana je zasazena do vnéj$iho kifemikového ramu o
velikosti 5 x 5 um a tloustce 500 um (coz je ptvodni tloustka vrstvy a oblasti membrany
pred leptanim). V membrané je integrovano na 160 termoclankd p-typu z monokrystalického

kifemiku s hlinikovymi ¢lanky. V centralni ¢asti je ponechan volny prostor, kde jsou
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integrovany ohiivace pro kalibraci mikrokalorimetru. Vzhled ¢ipu je zndzornén na obr. 3. Pfi

sepisovani této Casti disertacni prace bylo ¢erpano predevsim z prace [29].

Keramicly nosié e =

Swvarele drath

sthlconowa membrana

W

sk otiowy ratm

Lepidlo

[ ——

AT ALY A RN AN AR R

....._..-...i." 3 s LT

(a) (b)

Obr. 3. Pohled na ¢ip LCM-2506 ze spodni strany. (a) popis dil¢ich casti (¢tvercova plocha
uprosti‘ed je ohriva¢ obklopeny termoclanky), (b) detailni pohled na membranu s ohfivacem a
termoc¢lanky [26]

Diky teplotné fizené peci je uplatiovan zakladni Casovy, obvykle linearni, teplotni program.
Ohtivac, ktery je soucdsti Cipu, mize byt pouzit i pro jiné teplotni programy. Vzhledem
k elektrickému chovani polovodivého materialu jsou ¢ipy typu LCM pouzitelné do 100°C.
Teplotni rozmezi az do 200 °C poskytuji ¢ipy typu XI-71 a PTB-TK [26]. Manipulace s nimi
je vzhledem k velikosti a kiehkosti membrany velmi obtizna. Parametry nékterych komeréné

vyrabénych Cipl jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1 Srovnani parametri komerc¢né vyrabénych ¢ipt typi LCM, XI a PTB

Typ ¢ipu  Velikost ¢ipu  Velikost membrany Material a tenkost membrany
LCM-2506 5x 5 mm 3,5x 3,5 mm Mono-Si 6 um [30]
XI-71 4 x 3 mm 2,6 x 1,6 mm SiN 0,5 pm, poly-Si 0,3 pm [30]
LCM-2524 10 x 10 mm 8,3 x 8,3 mm Mono-Si 25 pm [30]
PTB-TK 6 x § mm 2 x 3 mm Si0,-Si3N4-Si0, 0,8 um [31]

2.2.2 LCM-quad

LCM-quad (obr. 4) obsahuje ctyii Cipy stejného typu jako LCM-2506 o rozmérech
10 x 10 mm. Oba typy (LCM-2506 i LCM-quad) jsou obvykle vsazeny do keramického
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nosi¢e PGA-68. Zptisob vsazeni ¢ipu do keramického nosice umoziuje pouziti injek¢nich

pratokovych systému, pii kterych kapalina protéka ptes povrch senzoru [29].

Obr. 4. Elektronicka ¢ast ¢ipu LCM-quad

2.2.3 NCM-9924

V porovnani s predchozim ¢ipem LCM-quad patii NCM-9924 (obr. 5) mezi mechanicky
8,5x 8,5 mm. Sokraji nutnymi pro uchyceni membrany kramu c¢ini celkova plocha
membrany 10 x 10 mm. V trojrozmérné struktuie ¢ipu jsou rovnéz zabudovany termoclanky

(Si-Al), a ohtivace (Al), které jsou od sebe galvanicky odd¢leny.

Diky tenkosti membrany je dosazeno nizkého tepelného odporu, coz je vyhodné zejména pro
kapalné aplikace. Pti tomto vyuziti je i velky tepelny odpor siln¢ snizen tekouci kapalinou.
Membrana s vétsi tloustkou je vhodna pro opakované pouziti napf. s vrstvami enzymui nebo
jinych povlaki, jenz mohou byt odstranény bez zni¢eni membrany. Také tyto senzory maji ¢ip

s ramem uzpuisobenym pro prutokové analyzy.
V poslednich letech se stale ¢astéji nahrazuje epoxidové lepidlo spojujici ¢ip s rimem vysoce

vodivym stfibrnym lepidlem. ZlepSeni tepelného toku umoziuje zrychleni méteni. Podrobny

popis ¢ipu NCM-9924 se nachazi v experimentalni ¢asti prace.
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Obr. 5. Elektronicka ¢ast ¢cipu NCM-9924

2.2.4 TCG-3880

Nejnovejsim trendem v kalorimetrickém vyzkumu je rychld snimaci kalorimetrie, pii které
nejsou rychlost ohfevu a rychlost ochlazeni méfeny v Kelvinech za minutu, ale
v kiloKelvinech za sekundu nebo jesté rychleji. K tomu je tfeba mit jak vykonny zdroj tepla,
tak vykonny zdroj chlazeni (mnohem obtiznéjsi) takze tenké membrany jsou méné vyhodné.
Tenky film membrany je z materidlu s nizkym tepelnym pnutim (nitrid kfemiku). Membrana
obsahuje ve svém stfedu termoclanky a ohfivae a je zasazena v kiemikovém ramu o
rozmérech 3,33 x 2,50 mm. Tenka (a tedy kiehka) a tepeln¢ vysoce izolujici membrana ¢ini
tento senzor mén¢ vhodny pro kapalné aplikace [29].

Cip méfi tepelnou vodivost (TCG-Thermal conductivity gauge) mezi okolim a stiedem
membrany. Zavislost tepelné vodivosti na parametrech jako jsou tlak, typ plynu a material
deponovany na membrané umoznuje méfeni fyzikalnich veli¢in, jakymi jsou napt. absolutni

tlak, plynné slozeni smési a materialové vlastnosti.

Standardni nosi¢ pro XEN-TCG 3880 je TO-5, ostatni jsou dostupné na vyzadani (Xensor
Integration, Delft).

Platinové termoclanky jsou umistény na nosi¢i TO-5 vedle Cipu (viz. obr. 6). Ukazky nosici

TO-5, LCC-20 a KF-16 jsou uvedeny na obr. 6 az 8 [32].
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Obr. 6 XEN-TCG 3880 vsazeny
do nosice LCC-20 (vlevo) a TO-5
(vpravo)

Obr. 7 XEN-TCG 3880Pt
vsazeny do nosi¢e TO-5

Obr. 8 XEN-TCG 3880
v nosi¢i KF-16

TCG-3880 se pouziva pro méieni tepelnych vodivosti, méteni koncentrace helia, CO, a jinych
plynt ve vzduchu, pro studium slozeni plynnych smési, pro vakuové méreni mezi 10 mPa a

10 kPa a pro ultra-rychlé kalorimetrické méfeni polymerd.
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Tab. 2 Strucny piehled aplikaci jednotlivych ¢ipt pro kapalinové mikrokalorimetry [29]

Aplikace Typ sensoru Literatura

Rychla snimaci kalorimetrie LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924, TCG-3880 [19,20]

Enzymaticka analyza krve ~ LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924 [33]
Elektronicky nos LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924

Kapalinova kalorimetrie LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924 [23,]
Termické analyza LCM-2506, LCM-quad, NCM-9924 [34-37]

SméSovaci reakéni tepla LCM-2506, NCM-9924

2.3 Cipy pro plynové mikrokalorimetry

Firma Xensor Integration poskytuje v podstat¢ dva druhy Ccipt. Prvni typ na bazi
monokrystalickych kiemikovych membran a druhy z nitrido-kfemikovych membran. Prvni
typ, popsany v pfedchozi kapitole, se vyznaCuje nizkou tepelnou izolaci, ale masivnéjsi
konstrukci. Z téchto divodi je vhodnéjsi pro kapalinové a pomalé aplikace (XEN-LCM2506,
XEN-LCMquad, XEN-NCM9924). Pii sepisovani této kapitoly bylo Cerpano piredevSim
z prace [38].

Druhy typ Cipt s membranou z nitridu kiemiku a tenkosti asi 1 pm bude popsan v nasledujici
kapitole. Charakteristickym prvkem téchto Cipl je kiehkost, velmi dobra tepelnd izolace a

rychlost odezvy. Proto je vhodnéjsi pro aplikace v plynném prostiedi a pro rychlé méfent,

jako je ,,Fast Scanning Calorimetry*.

2.3.1 Mikrokalorimetricke Cipy pro rychle¢ analyzy

XEN-39273 a XEN-39274
Cipy uvedené na obr. 9 a 10 jsou prakticky identické a jsou specialné navrzené pro rychlé

analyzy (tzv. ,ultra-fast calorimeter chips®). Aktivni oblast je velkd pouze 26 x 18 pm,

termoclanek se sklada jen z jednoho poly-kfemikového p-n Clanku. Termoclanek i1 ohtivac
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jsou umistény uprostied tenkovrstvé nitrido-kemikové membrany. V kap. 2.2.4 uvedeny
komeréné dostupny Cip TCG-3880 nebyl optimalizovan pro rychlou snimaci kalorimetrii.
Rychlost ohfevu a chlazeni byla v jeho ptipads 10* K/s, coZ neumoziiuje rychlou analyzu, tak
jako nova tada kalorimetrickych ¢ipi XEN-3935, XEN-3940, XEN-3969 a XEN-3973
s rychlosti 10° K/s (viz obr. 11). Jejich &asova konstanta na vzduchu je okolo 1 milisekundy,

maximalni rychlost ohfevu a chlazeni je tedy fadové MK/s.

Prvni experimentalni data z ,ultra-fast scanning calorimetry za pouziti ¢ipu XEN-39273

vyhodnotil Alexander Minakov z Univerzity v Rostocku.

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

Kalorimetry s tenkovrstvou membranou pro extrémné rychlé méfeni dosahly v poslednich
letech znaéného pokroku [39-43]. Cipy pro velmi rychlou skenovaci kalorimetrii se obecné
pouzivaji jak pro méteni tepelnych kapacit tenkych vrstev [39,40], tak pro méfeni nanocastic
a nanostruktur [41,42]. Cipy vyrabéné pro ultra-rychlou skenovaci kalorimetrii (XEN-39393 a
XEN-39394) jsou vhodné ke studiu kinetiky termodynamickych déji v ¢asovém méritku
milisekund p¥i rychlosti ohfevu az 107 K/s [43].
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Obr. 11Fotografie hlavni ¢asti membrany Cipt XEN s riznymi rozméry vyhrivané plochy. Zleva
pro: XEN-3935; XEN-3936; XEN-3940; XEN-3969 a XEN-3973. ,Horké kiiZovatky*
termoc¢lanku se nachazeji mezi dvéma paralelnimi ohiivaci [44]

2.3.2 Mikrokalorimetrické Cipy s malou aktivni oblasti

XEN-39269 a XEN-39276

Hlavnim charakteristickym rysem téchto ¢ipt je mala aktivni oblast o velikosti 14 x 14 um a
jsou vybaveny dvojitym ¢tyivodi¢ovym topnym téliskem, jak je mozné vidét na obr. 12 a 13.
Cip XEN-39276 mé aktivni oblast pokrytou hlinjkovou vrstvou, ktera zlepsuje teplotni
homogenitu oblasti, jinak je identicky s typem XEN-39269.

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

Typy mikrokalorimetrickych ¢ip na obr. 14 a 15 maji aktivni oblast velkou 30 x 30 um a
jsou vybaveny 6-ti pary termoclankd uvniti dvou c¢tyivodiCovych ohfivach. Aktivni oblast
¢ipu XEN-39277 je pokryta hlinikovou vrstvou pro zlepseni tepelné homogenity, jinak je
totozny s typem XEN-39320.

Obr. 14 XEN-39320 Obr. 15 Detail aktivni oblasti ¢ipu XEN-39277

2.3.3 Mikrokalorimetrické Cipy s mensi aktivni oblasti

XEN-39390

Mensi velikost tzv. aktivni oblasti membrany nazyvané také jako ,,horké misto* se pohybuje
okolo 30 x 30 um. Usporadani se sklada z Sesti par termoclankti uvnitt dvou ¢tyivodicovych
ohtivacich télisek. Tento Cip nahrazuje ¢ipy XEN-39270 a XEN-39320, které jsou prakticky

totozné, pouze maji odlisné tzv. vnéjsi piny ptipojené k nosici TO-5.
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2.3.4 Mikrokalorimetrické Cipy se stfedné velkou aktivni

oblasti

XEN-39321 a XEN-39278

Rozméry aktivni oblasti téchto typl jsou 60 x 60 um. Obsahuji Sest parti termoc¢lankt uvniti
dvou ctyrvodiCovych ohfivacich télisek. Z vySe uvedenych divodi ma cip XEN-39278
pokrytou aktivni oblast hlinikovou vrstvou, jinak je identicky s XEN-39321. Na obr. 16 a 17
je mozno porovnat rozdil mezi nimi. Novy Cip v této skupiné se stiedn¢ velkou aktivni oblasti

membrany je XEN-39391, opét se lisi pouze vnéj$imi piny spojenymi s TO-5.

Obr. 16 Detail aktivni oblasti ¢cipu XEN-39278 Obr. 17 Detail aktivni oblasti ¢ipu
XEN-39321

2.3.5 Mikrokalorimetrické Cipy s vétsi a velkou aktivni oblasti

XEN-39322 a XEN-39279

Tyto mikrokalorimetrické Cipy maji aktivni oblast velkou okolo 100 x 100 um s Sesti pary
termoc¢lankt uvniti dvou ohfivaci slozenych ze ¢tyt vodicd. Rozdil mezi témito dvéma typy
spoc¢iva v hlinikové vrstvé pokryvajici aktivni oblast ¢ipu XEN-39279. Uvedené Cipy jsou

znazornény na obr. 18 a 19.
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XEN-39399 se lisi polykiemikovou ochranou vrstvou, kterd je nanesena na aktivni oblasti
membrany pro zlepSeni teplotni homogenity. XEN-39399 nahrazuje ¢ip XEN-39279, jehoz

hlinikova vrstva byla nahrazena poly-vrstvou a Cip se stal prihlednym.

Cipy XEN-39398 a XEN-39397 se fadi do kategorie &ipii s velkou aktivni plochou o velikosti
priblizné¢ 250 x 250 um. Velka aktivni oblast prvniho zminovaného ¢ipu je pokryta

polyktemikovou vrstvou. U druhého ¢ipu XEN-39397 je zachovana hlinikova vrstva.

Obr. 19 Detail aktivni oblasti ¢ipu
XEN-39379

XEN-39289 (IDE)

Tento typ ma velkou membranu (ve srovnani s c¢ipy popsanymi vyse maji tyto Cipy
dvojnasobnou velikost senzortl) s IDE (Inter Digitated Electrode - vnitini prstovita elektroda),
ktera slouzi ke snimani kapacity. Vnitini prstovita elektroda je umisténa na membrané a ma
oblast propojeni o rozmérech 3000 x 1364 um. Obsahuje dva hiebeny z vodicl, jez jsou
vzajemn¢ protkany. Kazdy vodi¢ je 4 um Siroky a 0,6 um vysoky. Tyto vodie pokryvaji
celou délku 1364 pm a maji rozestupy 8 um. Celkovée ¢ip obsahuje 250 vodict, z nichz 125 je
pripojeno ke kazdému hiebenu. Vysledny kapacitni odpor vnitini elektrody je okolo 5 pF. Cip
existuje ve dvou verzich. Jedna z nich na obr. 20 (XEN-39289) ma ohfev okolo vnitini

elektrody, zatim co druha na obr. 21 (XEN-39312) ma ohiev pod celou oblasti elektrody.
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Obr. 20 Cast &ipu XEN-39289 Obr. 21 Detail ¢ipu XEN-39289

Obecny ptehled ¢ipti pro plynové mikrokalorimetry s riiznou velikosti aktivni oblasti je

uveden v tabulce 3.

Tab. 3 Kalorimetrické ¢ipy pro plynové kalorimetry s ruznou velikosti aktivni plochy [38].

Nové typy Nahrazené typy Aktivni oblast Citlivost termoc¢lanku
(um X pm) (mV/K)
XEN-TCG3880 50 x 100 2,0
XEN-39269 14x 14 1,3
XEN-39276 46 x 46 1,3
XEN-39270, XEN-
XEN-39390 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 8x 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

@ membrana pokryta hlinikovou vrstvou; ® membrana pokryta polykiemikovou vrstvou

-29 .



2.4 Konstrukce mikrokalorimetri

2.4.1 Vsadkovy mikrokalorimetr

Vsadkovy mikrokalorimetr je v odborné literatuie nazyvan prevazné€ jako IC-kalorimetr (IC-
integrated circuit), nanokalorimetr (vzhledem k métitku vjakém je vyrdbén) nebo

mikrokalorimetr (vzhledem k objemu méfenych vzorka).

Pro kalorimetrick¢ sledovani reakci v malych kapalnych vzorcich byl navrzen typ
kalorimetru, ktery se sklada ze dvou podélné spojenych valcovitych hlinikovych bloka (obr.
22). Cip je umistén v centru celého uspofadani. Keramicky nosi¢ ¢ipu je tepelnd propojen se
spodnim hlinikovym valcem pomoci kovovych spon. Otvor v ose vrchniho vélce slouzi pro
zavedeni Hamiltonovy mikrosttikacky, ktera obsahuje reakéni komponentu pfidavanou k té,
ktera se nachdzi na membrané Cipu. ZvlhCovaci krouzek, ptipevnény zevniti na horni ¢asti
kalorimetru, je nezbytny pro rychlejSi vyrovnani tlaku par. To samoziejmé sniZzuje rychlost
vyparovani kapalnych vzorkti umisténych na povrch kiemikové membréany Cipu, a proto vede
k rychlejsi stabilizaci signdlu. Extrémné tenké kruhové meétidlo s primérem 4 mm je pouZito
k zajisténi pfesného umisténi kapky vzorku do centralni oblasti ¢ipu. Také napoméaha k tomu,
aby byla sty¢nd plocha mezi kapkou a povrchem membrany co nejvice konstantni pro vSechna
provadéna méfeni. Po umisténi prvniho z reaktantli na ¢ip je kalorimetr uzavien a do kapilary
mikrostiikacky je naplnéna druhd reakéni slozka. Poté je kapilara vloZena do otvoru ve
vrchnim valci. Diky dobrému tepelnému kontaktu mezi obéma valci a také Cipem je
zabezpeceno, Ze rozdil teplot mezi obéma reaktanty je minimalni. Zhruba 20 minut po
piipravé kalorimetru k méfeni je mozno zahajit reakci vyprazdnénim kapilary. Vystupnim

mérnym signalem je napéti v uV.

Diky malé velikosti kiemikové membrany je dynamické chovani tepelnych €idel z velké Casti
urceno tepelnou kapacitou a tepelnou vodivosti vzorki. Ackoli je dynamické chovani celého
uspofadani mnohem vice komplexni, tyto vlastnosti umoznuji takto navrzenému zatizeni
sledovat kinetiku reakci. Pf1 sepisovani této kapitoly bylo ¢erpano predevSim z prace [45]. O

kalorimetru bude podrobné&ji pojedndno v experimentalni ¢asti.
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Obr. 22 Schéma vsadkového mikrokalorimetru [45]

2.4.2 Izotermni titraCni mikrokalorimetr-ITC

Jedna se o termodynamickou techniku pro monitorovani jakékoliv chemické reakce zahajené
ptidavkem jedné komponenty k druhé. Pti vzniku chemické vazby se teplo bud’ uvoliuje,
nebo pohlcuje. Métfeni téchto tepel umoziuje presné stanoveni vazebnych konstant (Kg),
stechiometrie reakci (y), entalpie (H), entropie (S), a tim je mozné ziskat kompletni
termodynamicky profil molekulovych interakci v daném experimentu. Stanoveni vSech téchto
vazebnych parametri a komplexni termodynamicky profil molekularnich interakci
neumoziuje zadnd jind metoda v jediném experimentu. Metoda ITC rovnéz umoZnuje
objasnéni mechanismu molekuldrni interakce, ¢imZz se stala vybranou metodou pro

charakterizaci interakci molekul.
Princip ITC lze ukézat na studiu reakce bio-makromolekuly s ligandem. Uspotadani

experimentu je voleno tak, aby byl ligandovy roztok umistén ve stiikacce a makromolekularni

roztok v cele (bufice) - to vSe pii konstantni teploté (obr. 23).
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Jakmile je ligandovy roztok vstiiknut do cely, zacne vzajemné interagovat s druhou
komponentou a teplo interakci uvolnéné nebo pohlcené je ptimo imérné sile vytvofené vazby.
Jak dochéazi k postupnému nasyceni makromolekuly ligandy, vraci se tepelny signal na
zakladni linii. Plocha pod kaZzdym injekénim pikem zavislosti tepelného toku na ¢ase se rovna
celkovému uvolnénému teplu pro dany néstiik. Vynesenim integrovaného tepla v zavislosti na
molarnim poméru ligandu a makromolekuly v bunice se ziska celkova izoterma pro danou

vazebnou interakci.
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Obr. 23 Schéma izotermniho titraéniho mikrokalorimetru

Vyhody pouziti ITC techniky spocCivaji v aplika¢ni vSestrannosti a snadném pouziti pii

minimalni obsluze, kterd je ptevazné fizena softwarem.
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Velké uplatnéni nachdzi ITC v oblasti biofyzikalni charakterizace biomolekul v roztoku, ve
farmacii a biotechnologii, ddle je vyuzivana pti charakterizaci molekularnich interakci malych
molekul, bilkovin, protildtek, nukleovych kyselin, lipidi a jinych molekul, v enzymové
kinetice, pfi posuzovani vlivu zmén molekulové struktury na vazebné mechanismy, ¢i pfi
hodnoceni biologické aktivity. Pomoci ITC mize byt studovana interakce mezi molekulami v
systémech protein-protein, enzym-inhibitor, protilatka-antigen, protein-DNA, protein-lipid

apod. [46].

2.4.3 Pratokovy mikrokalorimetr pro vyzkum interakci mezi

tuhou a plynnou fazi

Pro kalorimetrické sledovani vzajemného ovliviiovani plynnych a pevnych vzorkd byl
navrzen pruto¢ny kalorimetr. V piipad€ studia rychlych a reversibilnich reakci je vyhodou
nizka Casovd konstanta snimaci tepelné¢ho toku. Opakujici se zména parcidlnich tlaka

plynnych reaktantii vede k periodickému signalu.

Obrazek 24 popisuje nastaveni, jez muze byt pouzito pro meétfeni entalpie pii adsorpci
organickych par na polymerni vrstvé, ktera je uloZzena na povrchu kiemikové membrany.
Pritok plynu je periodicky ménén pfepinanim mezi zasobnikem s inertnim plynem a smési
organickych par a inertniho plynu. K zamezeni zfedéni smési par vedou oba kanaly pfimo do
vyleptané prohlubné v ¢ipu. Diky malé velikosti prohlubné (20 pl) je misici konstanta obou

plynti nizk4 (50 ms). Pritok plynu je stabilizovan pomoci hmotnostnich pritokomért.
Parciélni tlak par se nastavuje odpovidajicim nastavenim reguldtort pritoku. Pro kvantitativni

méfeni je nutné provést extrapolaci dat na nulovy pritok zdavodu tepelnych ztrat pti

proudéni plynu [45].
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Obr. 24 Schéma kalorimetru pro vyzkum periodickych reakei mezi plynnou a tuhou fazi [45].

2.4.4 Pritokoveé mikrokalorimetry pro vyzkum reakci

v kapalné fazi

Kalorimetry zaloZené na p-typu termoclankua Si/Al

Zakladni ¢asti téchto kalorimetr jsou kifemikové Cipy s integrovanymi Si/Al termoclanky.
Tyto Cipy vyrabi spole¢nost Xensor Integration (Delft, Nizozemi). Ve stiedu kiemikové
membrany, tenké 30 um, je citliva oblast, kterd slouzi k detekci teploty. Tato oblast také
obsahuje ohfivaci odpor (ohtivac), ktery je vhodny ke kalibraénim ucelim. Mezi hranici
citlivé oblasti (4 x 4 mm) a kfemikovym rdmem jsou paprskovité¢ uspotadany integrované
termoclanky. Ty slouZi k méteni teplotniho rozdilu, jenZ vznikd ndsledkem toku tepla ze
stiedu membrany skrze ni smérem ke kfemikovému ramu. Cip obsahuje sadu 160 Si/Al
¢lankt n-typu, které jsou zapojené do série a tenkou vrstvu Si n-typu nanesenou na kiemikové

desce (obr. 25).

-34 -



|- e TR

1

l\.\r/QOGOG

kfemikovy &ip

thermoélanek

\ Ohﬁvaé

'
‘500000000 ~

/.“..“.

o 0 0 0 0 0 0 0 O

4
’
Jo ©

,

/ “~.. SiN,
s struktura &ipu P
-Si
pL p-Si
n-Si
Al Al Rlsy

Obr. 25 Silikonovy ¢ip s integrovanymi Si/Al termoc¢lanky [47]

Kiemikové Cipy jsou ukotvené na standardnim keramickém nosi¢i. Na obr. 26 je zobrazeno
schéma dvou zdkladnich provedeni tohoto typu kalorimetr. V obou variantdch je pouZzito
¢ipu LCM-2524 viz obr. 27. Reakéni komora kalorimetru (a) je tvofena pouzdrem z nerezové
oceli o objemu 40 pl. Ta je lepidlem pftilepena k citlivé oblasti membrany. Kapilary ze
stejného materialu slouzi pro ptitok a odtok kapaliny. Diky malé tepelné vodivosti kapilar, ve

srovnani s membranou, je snizeni citlivosti zanedbatelné.

V ptipad¢ vice kompaktniho kalorimetru (b) je plastovy kotou¢ o tloustce 2 mm pfipojen
k povrchu kfemikového Cipu. Kotou¢ obsahuje valcovitou reakéni komoru s objemem 18 pl a
dvéma vstupnimi kandly. Aby bylo mozno vstupujici kapalinu Iépe termostatovat, jsou

spojovaci trubice v kontaktu s drzdkem Cipu.

K dosazeni definovanych teplotnich podminek jsou oba typy uspofadani vsazeny do

temperovaného hlinikového pouzdra.
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Obr. 26 Schéma pritokovych kalorimetri zaloZenych na p-typu-Si/Al termo¢lanki.

tepelny wirméndl

Obr. 27 Fotografie vnitiniho ramu termostatu s instalovanym ¢ipem [48].

Vylepsenou verzi je kalorimetr s ¢ipem MFK 472 vyvinuty na IPHT-Institute fiir Photonische
Technologien [49]. VylepSeni byla zaméfena na zvySenou mechanickou odolnost a

chemickou stabilitu pii zachovani vysokeé teplotni citlivost ¢ipu. Pohled na kalorimetr s ¢ipem
MFK 472 nabizi obrazek 28.

Tento typ kalorimetru je mozné pouzit k méfeni reakénich tepel chemickych a biochemickych
reakci, ktera jsou generovana pii smiseni reak¢nich komponent. Pro dosazeni vysokého
rozliSeni mérného signalu je kalorimetr umistén do pfesného termostatu s teplotni stabilitou
niz§i nez 100 uK. Pro dosazeni teplotni rovnovahy jsou kapaliny vstifikovany nejprve do

tepelného vyméniku, ktery je pfipevnén na vnitini stran¢ termostatu.
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Ctyfi termoélanky jsou uspoiadany ve sméru toku tak, aby umoziiovaly sledovat chovani a
pribéh reakce bezprostfedné po smiseni reaktanti. Termoclanky a ohfivace jsou naneseny
napafovaci a pokovovaci technologii na 1 pm tenkou nitrido-kfemikovou vrstvu pokryvajici
kifemikovy plat. Nasledn¢ jsou litograficky zformovany tzv. multi-vrtsvou technologii.
Jednotlivé vrstvy jsou oddéleny izolacni vrstvou, kone¢na pasivacni vrstva slouzi jako vrstva
ochranna. Systematicka chyba pfi méfeni na kalorimetru s cipem MFK 472 obvykle neni nizsi

nez 10 % [7, 50-53].

(b)

Obr. 28 Priutokovy Kkalorimetr s ¢ipem MFK 472 s dvoustupiiovym termostate, a) reakéni
komora kalorimetru s ¢ipem, b) detailni pohled na na ¢ip MFK 472 [7]

Kalorimetr zaloZeny na BiSb/Sb-termo¢lancich

Tento kalorimetr ma, stejné¢ jako piedesly, membranu vlozenou v kifemikové vrstvé [47].
Vicevrstvd membrana SiOxNy tenkd 1 um je pfipravena anizotropnim mokrym leptanim. Na
ni je 144 BiSb/Sb-termoclankti vytvoienych metodou vyparovani elektronovym paprskem a
naslednym fotolitografickym vyvzorovanim aktivnich spoji na oblasti membrany. Srovnavaci
aktivni spoje jsou v blizkosti kfemikového ramu. Upevnéni a elektrické zapojeni je feSeno

pomoci tisténych spoji na desce.

Jinym typem je kalorimetr obsahujici 130 SiSb/Sb-termoclankii, které jsou paprskovité
umisténé mezi kruhovou aktivni oblasti s polomérem 3,6 mm a ramem z kifemiku s vnéj$imi
rozméry 12 x 12 mm. Vrstvy kovu jsou naneseny na volné uloZzené membrané o rozmérech
8 x 8 mm, kterd je vyrobena hlubokym leptanim do vrstvicky kiemiku tenké nékolik pum.
Nebo mlize byt pfipravena z vicevrstvé membrany SiON, kompenzujici pnuti, jak jiz bylo

zminéno dfive.

-37 -



Vilcovitd reakéni komora ma v priméru 6,5 mm a objem zhruba 33 pl. Aby bylo moZno
dosahnout dostatecného smiSeni dvou reaktantti uvnitt komory, je v matici vyvrtdno 38 otvora
(0,2 mm v praméru, s rozestupem 0,2 mm) do 0,2 mm tenké membrany (obr. 29). Komora je
vybavena dodate¢nym ptitokem a odtokem produktu a je vlepena do dutiny kiemikového Cipu

pfimo na membranu. Cip je pfichycen a zapojen ke standardnimu keramickému nosic¢i.

Matice dér s rozestupem

0,2 mm analyt - vstup

lisovana dutina pokryta
0,2 mm tenkou membranou

¢inidlo
vstup
produkt
vystup ‘/}_«
2y A \
% :
SZ //--“. '/ﬁ
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Obr. 29 Schéma sméSovaci matice dér k reakéni komore kalorimetru
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3 ENZYMATICKE REAKCE

3.1 Obecné vlastnosti enzymiui

Zivot tak jak jej zname, by bez enzymil nebyl mozny. Enzymy jako biokatalyzdtory reguluji
rychlost fyziologickych procest a maji Gsttedni roli ve zdravi 1 nemoci. Zatimco ve zdravém
téle je udrzovana homeostdza, pii patologickych jevech byva vyrazné¢ poruSena. Jednim
z ptiklada drastickych fyziologickych disledka poruchy aktivity jediného enzymu je fada sice
vzacnych, ale obvykle Skodlivych a nezifidka 1 smrtelnych genetickych poruch. Nasledkem
tézkych poskozeni tkani (napf. pii srde¢nim nebo plicnim infarktu) nebo nekontrolované¢ho
rustu bun¢k (napt. pti karcinomu prostaty) jsou do krve uvolnovany enzymy piitomné jinak
jen ve specifické tkéni. Stanoveni téchto intracelularnich enzymi v krvi tedy poskytuje

I€¢katiim neocenitelné diagnostické a prognostické informace.

V naSem téle existuje odhadem vice jak 2000 typt enzymi. Enzymy se déli podle reakci,
které katalyzuji. Od toho se také odvozuje jejich polotrividlni nazvoslovi s charakteristickou
koncovkou —asa nebo -4za. Mezindrodni unie pro biochemii a molekularni biologii definovala
pak nazvy zac¢inajici pismeny EC a ¢islem, které reprezentuje dany druh enzymu. Enzymy lze
takto rozdélit do Sesti tfid na:

1. EC 1 - oxidoreduktasy - katalyzuji riizné¢ oxida¢né-reduk¢ni reakce, ¢asto s vyuzitim
koenzymi jako napif. NADH, NADPH, FADH, nebo hemu. Trividlni nazvy v této
tfid¢é: dehydrogenasy, oxidasy, cytochromy, peroxidasa, katalasa.

2. EC 2 - transferasy - katalyzuji pfenos skupin (amino-, methyl-, acyl-, glykosyl-,
fosforyl-), atomt, radikald, iontl, molekul. Kinasy katalyzuji pfenos fosfatové skupiny
z ATP nebo jinych nukleosidtrifosfatl. Trividlni ndzvy v této tfidé: aminotransferasy
(transaminasy), acyltransferasy, fosfotransferasy.

3. EC 3 - hydrolasy - hydrolyticky $tépi vazby, katalyzuji §t€peni vazeb mezi atomem
uhliku a jinymi atomy prostiednictvim spotfebované molekuly vody. Obvyklé trivialni
nazvy: esterasy, peptidasy, amylasy, fosfatasy, lipasy, proteasy (pepsin, trypsin,
chymotrypsin).

4. EC 4 - lyasy - katalyzuji adi¢ni reakci na dvojné vazbé nebo elimina¢ni reakci mezi
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dvéma uhlikovymi atomy za vzniku dvojné vazby. Piiklady: fumarathydratasa
(fumarasa),  karbonatdehydratasa  (karboanhydrasa),  aldolasa, citratlyasa,
dekarboxylasy.

5. EC 5 - izomerasy - katalyzuji racemizaci optickych isomerii nebo vytvareni
polohovych isomerti: epimerasy, racemasy, mutasy.

6. EC 6 - ligasy - katalyzuji tvorbu vazeb mezi uhlikem a jinymi atomy spojenou se
Stépenim ATP (sptazeni exergonické a endergonické reakce): karboxylasy, synthetasy

(glutaminsynthetasa).

V organismu je velké mnoZstvi riznych druhi enzymi. Enzymy travici pattici do skupiny
hydrolas jsou vylucované slinnymi zldzami, zaludecni sténou a slinivkou bfiSni do traviciho
traktu, kde katalyzuji Stépeni potravy na mensi resorbovatelné molekuly. Glykosidasy
katalyzuji Stépeni polysacharidii, proteinasy bilkovin a lipasy tukii. Enzymy proteolytické,
proteinasy, diive proteasy, coz jsou enzymy ze skupiny C-N-hydrolas, katalyzujici Stépeni

bilkovin a polypeptidii za vzniku peptidd a aminokyselin.

Proteolytické enzymy hraji vyznamnou roli v pochodech v travicim traktu (pepsin, trypsin,
chymotrypsin), kde ovliviiuji odbouravani bilkovinné slozky potravy. Vyskytuji se téz v krvi
(thrombin), v bunikach (kathepsin), v rostlinach (papain) 1 v mikroorganismech. Proteolytické
enzymy se pouzivaji napfiklad v mlékarenském primyslu jako syfidla (chymosin a rennin), ke
zmékCovani masa (papain) ¢i jako ,,biologickd™ slozka pracich prostfedki (mikrobidlni

proteinasy). Enzymy se pouZivaji téZ v analytické chemii a lékafstvi.

Proteolytické enzymy se d¢li na:
1. serinové proteinasy majici v aktivnim centru setin a histidin, naptiklad chymotrypsin a
trypsin;
cysteinové proteinasy majici v aktivnim centru cystein, naptiklad papain;
aspartatové proteinasy katalyzujici Stépeni v kyselém prostredi, naptiklad pepsin;

metalloproteinasy obsahujici iont kov;

A

ostatni proteinasy s dosud neprozkoumanym reakénim mechanismem.

Typickou vlastnosti enzymi je jejich specifita, tj. schopnost katalyzovat pouze urcitou reakci
daného substratu (reagujici latky). Tato specifita byva velmi vyhranénd, coz dovoluje buiice

piesné ,;rozhodovat” o tom, které reakce dané¢ho substratu budou v urcitou chvili preferovany;
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na druhou stranu to znamena, Ze pro kazdou reakci dan¢ho substratu musi bunka syntetizovat
jiny enzym. Specifita je v podstaté dvoji: substratova a funkcni. Tzv. substratova specifita
spoCiva v tom, Ze enzym plisobi pouze na jeden substrat nebo skupinu substrati. Enzymy s
maximalni substratovou specifitou piisobi na jedinou slouceninu nebo dokonce na jediny z
jejich izomert. VEtsina enzymi vSak plisobi na nékolik blizce ptibuznych latek a nékteré 1 na
velkou skupinu sloucenin téhoz typu (napf. na fadu riznych ester, alkoholli apod.).
Substratova specifita je urCovana bilkovinnou slozkou (apoenzymem). Funk¢ni specifita
znamena, ze enzym z n€kolika moznych pfemén substratu katalyzuje pouze jedinou. Funkéni
specifita je urCovana piedev§im koenzymem. Koenzymy je tteba odliSit od aktivator (ionti
kovill) a enzymt samotnych. Jsou definovany jako thermostabilni nizkomolekularni organické
slouCeniny nezbytné pro aktivitu enzymi. VéEtSina koenzymd je na enzymy vazéana
nekovalentnimi vazbami, ty které jsou vazany kovalentn¢, se mohou nazyvat prosthetické
skupiny. Koenzymy slouzi k pfenosu skupin a mohou byt klasifikovany podle skupin, které

ptenaseji, napt. kobamidové koenzymy, folatové koenzymy, biotin, thiamindifosfat a dalsi.

Enzymy jevi optickou specifiénost. S vyjimkou epimeras (racemas) katalyzujicich
vzajemnou pireménu optickych isomerl, vykazuji enzymy absolutni optickou specifi¢nost

pfinejmensim k ¢asti molekuly substratu.

Katalytickda aktivita enzymu usnadiiuje jeho detekci. Malé¢ mnozstvi enzyma piitomné
v bunikach komplikuji stanoveni enzymu ve tkanovych extraktech nebo v tekutinach. Citlivou
a specifickou sondu ke stanoveni ur¢it¢ho enzymu poskytuje jeho vlastni katalyticka aktivita.
Meéritkem mnozstvi enzymu ve vzorku tkénového extraktu nebo v jiné biologické tekuting je
rychlost reakce katalyzované timto enzymem. Rychlost reakce zméfena za vhodnych
podminek je umérnd mnozstvi ptfitomného enzymu. Vyjadfit toto mnozstvi jako pocet
molekul nebo hmotnost enzymu je obvykle obtizné, vysledky se proto vyjadiuji
v enzymovych jednotkach. Odpovidajici mezinarodni enzymoveé jednotky jsou pU, nU a pU.
Ty jsou vSak nyni nahrazeny jednotkou katal (kat), coz je mnoZstvi enzymové aktivity

katalyzujici pfeménu 1 molu substratu za sekundu.

Pro enzymy je charakteristicka vysoka katalytickd t¢innost. Napf. jedna molekula enzymu je
schopna pti 20 az 38 °C preménit 10 az 10° molekul substratu za jedinou sekundu. To
odpovidd znacnym rychlostem, které o mnoho tadl ptevySuji rychlosti dé€ji urychlovanych

katalyzatory vyrabénymi chemiky.

_41] -



3.2 Mechanismus pitsobeni enzymu

Vsechny hlavni faktory ovliviiujici rychlosti enzymové katalyzovanych reakci (tj. koncentrace
enzymu a substratu, teplota, pH, pfitomnost inhibitorl) maji klinicky vyznam. Podle
zakladniho principu homeostdzy je pro spravné fungovani a existenci Zivého organismu
nezbytné, aby byly podminky vnitiniho prostfedi udrzovadny v pomérné uzkém rozmezi.
Nejsou-li tyto predpoklady splnény, poruSuje se homeostaticka rovnovaha tkani s moznosti
vaznych nasledki. Naptiklad rychlosti enzymové katalyzy rostou nebo klesaji s vychylkami
teploty; horeCka nebo podchlazeni tedy také ovliviiuji homeostazu zménami rychlosti
enzymov¢ katalyzovanych reakci. Téchto jemnych zmén ovSem miize lékaf prospesné
vyuzivat: pokles aktivity vSech enzymu pii snizeni télesné teploty (hypothermie) se pouziva
ke snizeni celkovych metabolickych pozadavkii béhem operaci na otevieném srdci nebo
béhem piepravy organtt pro transplantacni chirurgii. Pochopeni vyznamu faktor
ovliviiyjicich rychlosti enzymové katalyzovanych reakci je vyznamné rovnéz v toxikologii a
farmakologii. Toxicita metabolickych jedt, jako sloucenin rtuti, kurare ¢i nervovych plynt, se
projevuje inhibici enzym a nasledn€ zpomalenim nebo potlacenim nezbytnych
metabolickych reakci. Také terapeuticky vyznamné Iléky plsobi sniZzenim rychlosti klicovych
metabolickych reakci, nebot’ soutézi s piirozenym substratem klicového metabolického

enzymu; tyto 1éky se Casto podobaji ptirodnim latkam.

Katalyza probiha na aktivnich mistech. Klicovou vlastnosti enzymu je jejich schopnost vazat
jeden nebo Castéji oba reaktanty bimolekularni reakce, coz ma za nasledek vzrist jejich
lokalni koncentrace a tedy i lokalni reakéni rychlost. Enzymy jsou jak velmi G¢inné, tak 1
vysoce specifické katalyzatory. K pochopeni téchto vyznamnych vlastnosti enzymt je vhodné
zavést predstavu ,,aktivniho* a ,katalytického* mista. Mnoho autorti nerozliSuje aktivni a
katalyticka mista, na enzymech vSak jsou 1 aktivni mista spojend sregulaci enzymové

aktivity, a ne s intermedidrni enzymologii samotného katalytického procesu.

V poméru k malym substratiim jsou proteiny velmi velké, coz vedlo k predstave, ze katalyzy
se ucastni jen jejich omezena oblast zvana ,,aktivni misto*. Zpocatku bylo zdhadou, pro¢ jsou
enzymy tak velké, kdyz je k vazbé& substratu a katalyze potifebna jen malé ¢ast jejich struktury;
dnes je jiZz jasné, ze v interakci se substratem je daleko véEtsi Cast proteinu nez se diive

ptedpokladalo.
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Mnohé vlastnosti enzymu objasiiuje model rigidniho katalytického mista, ktery navrhl Emil
Fischer. Zndzornoval interakci mezi enzymem a substrdtem jako analogii ,,zdmku a klic¢e*.
Tento model (obr. 30) je stale uziteCny pro pochopeni nékterych vlastnosti enzymt, napf.
vazby dvou Ci vice substrati v ur¢itém potradi (obr. 31), nebo kinetiky jednoduché kiivky
nasyceni substratem. Podle schématu na obr. 31 nese koenzym skupinu nezbytnou pro vazbu

prvniho substratu S1, ktery nasledné umoziuje vazbu S2.

(}’_-F ?#@ @q+a+@+cﬂ+

Obr. 31 Tvorba komplexu enzym- Obr. 30 Postupna adsorpce koenzymu CoE a
substrat podle Fisherovy dvou substrati (S1 a S2) na enzym podle
templatové hypotézy. templatové hypotézy.

Substraty indukuji zmény konformace enzymii. Rigidita katalytického mista je nepftilis
Stastnym piedpokladem platnosti Fisherova modelu. Obecnéj§im modelem je Koshlandova
predstava ,,indukovaného ptizpisobeni“ vyznamné podporovand experimentdlnimi udaji.
Fischeriiv model piedpoklada, ze katalytické misto je tvarovano tak, aby vyhovovalo
substratu, zatimco podle modelu indukovaného ptizpasobeni substrat indukuje zménu
konformace enzymu. Tim se dostavaji zbytky aminokyselin nebo jiné skupiny enzymu do
spravné prostorové orientace, vhodné pro vazbu substratu a katalyzu. V kapitole 3 bylo

pfevazné cerpano z literatury [54-56].

3.3 Kinetika enzymatickych reakci

Hlavni zasady kinetiky enzymatickych reakci jsou logicky odvozeny z ptedstav kinetiky
nekatalyzovanych chemickych reakci. Proto bude tato kapitola zamétfena ptredevSim na
piehled faktort ovliviiujicich reakéni rychlost enzymatickych reakci, na hlavni aspekty teorie
reakénich rychlosti platnych pro chemické reakce obecné a dale na specifické rysy

enzymaticky katalyzovanych reakci [54,55].
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3.3.1 Faktory ovliviujici rychlost enzymaticky

katalyzovanych reakci

3.3.1.1 Teplota

Rostouci teplota zvySuje rychlost enzymové katalyzovanych reakci jen v pfesné vymezeném
rozsahu (viz obr. 32). Rychlost reakce se zvySujici se teplotou nejprve roste v disledku
rostouci kinetické energie reagujicich molekul. Pfi urcité teploté vSak kineticka energie
enzymu piekroc¢i energetickou bariéru Stépeni slabych vodikovych vazeb a hydrofobnich
interakci udrZujicich jeho sekundarni a terciarni strukturu. Pfi této teploté zacne pievazovat
ztrata katalytické aktivity v dasledku denaturace a ndsledné precipitace. Enzymy tedy

vykazuji optimalni reak¢ni teplotu. Je vSak nutné brat do uvahy i ¢asovy faktor: ¢im déle je

enzym vystaven teploté hrani¢ni pro stdlost jeho struktury, tim je pravdépodobnéjsi jeho
denaturace.

Optimalni teplota

Enzymova 4 i
aktivita Y-
' '
/‘ ‘\
T(°O)

Obr. 32 Vliv teploty na hypotetickou enzymové katalyzovanou reakci.

Nasobek, o ktery rychlost biologického procesu vzroste pii1 zvySeni teploty o 10 °C, se nazyva

teplotni koeficient, ktery se znac¢i Q,, pro né¢jz plati rovnice /4/,

Qlo :100,5E0/T(T+10) /4/
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kde E, je aktivacni energie reakce a T je teplota. Rychlost mnoha biologickych procest, napt.
rychlost kontrakce excidovaného srdce se ptiblizné zdvojnasobuje pii zvyseni teploty o 10 °C
(Q10 =2). Rozsah zmény rychlosti mnoha enzymové katalyzovanych reakci, doprovazejici
snizeni nebo zvySeni télesné teploty, pfedstavuje nezbytnou podminku pieziti téch forem
zivota, které neudrzuji stalou télesnou teplotu, napt. jeStérek. Naproti tomu homeothermni
organismy vcetné lidi toleruji jen piesné omezené zmény télesné teploty. U téchto organismii
maji proto zmény reakcénich rychlosti s teplotou jen maly fyziologicky vyznam, mohou se
vSak uplatnit pfi horecce nebo hypothermii. Fyziologické moZnosti zvySeni poctu molekul
s kinetickou energii postaCujici k pfekonani energetické bariéry reakce jsou pro
homeothermni organismy znacné¢ omezené. Vyvstava tak otazka, jak vlastné enzymy zvySuji
reakéni rychlost. ReSenim je schopnost enzymi snizovat energetickou bariéru reakce a
zvySovat lokalni koncentraci reaktantli. Optimalni teploty vétSiny enzymi maji hodnoty stejné
nebo o malo vyssi nezZ je teplota bunck, v nichz se vyskytuji. Napt. enzymy mikroorganismi
adaptovanych na zivot v ptirodnich horkych pramenech maji optimalni teploty blizké bodu

varu.

3.3.1.2 pH

Pii méfeni aktivity enzymu pii rizném pH je obvykle zjistovana optimalni aktivita mezi pH
5,0 a 9,0. Nékteré enzymy, napt. pepsin, jsou vSak aktivni ptfi pH velmi vzdaleném od tohoto
rozmezi. Prabeh kiivek zavislost aktivity na pH je ur€ovan denaturaci enzymu pii vysokém
nebo nizkém pH (viz obr. 33), a zmé€nami nabitého stavu enzymu ¢i substratu. Zména pH
mize ovlivilovat aktivitu enzymu zménou struktury nebo zménou naboje zbytku ucastniciho

se vazby substratu nebo katalyzy.
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Vi A .
pH optimum

v

pH

Obr. 33 Vliv pH na rychlost (v;) enzymové reakce.

Pti zménach pH se také méni konformace enzymu. K udrZeni potiebné terciarni a kvartérni
struktury je nékdy nezbytna ptitomnost nabité skupiny vzdalené od vazebné oblasti substratu.
Pti zméné ndboje této skupiny se mize protein rozplést, piejit na kompaktnéjsi formu, nebo
disociovat na protomery; ve vSech ptipadech je vysledkem ztrata aktivity. Na hloubce téchto

zmén zavisi moznost obnoveni aktivity enzymu po navratu k optimalnimu pH.

3.3.1.3 Koncentrace substratu

V nizZe uvedeném popisu se piedpoklada, ze enzymové reakce se Ucastni jen jeden substrat a
vznikd jen jeden produkt. I kdyz takovy piipad u nékterych enzymovych reakci opravdu
nastavd, ma vétSina enzymovych reakci dva nebo vice substratii a produkti; platnost vykladu
tim vSak neni ovlivnéna. Jestlize se zvySuje koncentrace substratu cyw, zatimco ostatni
podminky zlstavaji konstantni, pak pocatecni rychlost v; (tj. rychlost namétend po zreagovani

velmi malého mnozstvi substratu) roste k maximalni hodnoté Vy.x, ale ne vice (viz obr. 34).

max

S

Vmasz

i ’ (S]
Obr. 34 Vliv koncentrace substratu na rychlost enzymové katalyzované reakce.
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Rychlost roste se vzrustajici koncentraci substratu az do okamziku, kdy je enzym tzv.
y y

,hasycen® substratem. Naméfend pocatecni rychlost dosahuje maximalni hodnoty a dalSim

ristem koncentrace substratu neni ovlivnéna, protoze substrat je v daném okamziku oproti

enzymu pritomen ve velkém molarnim nadbytku.

Jestlize naptiklad enzym s molekulovou hmotnosti 100 000 ptisobi na substrat s molekulovou
hmotnosti 100 a oba jsou pfitomny v koncentraci 1 mg/ml, je v roztoku 1000 molekul
substratu na kazdou molekulu enzymu. V bodech A a B na obr. 34 je jen Cast pfitomného
enzymu kombinovana se substratem, prestoze je ptfitomno mnohem vice molekul substratu
nez enzymu. Je to ddno tim, Ze rovnovadzni konstanta reakce tvorby komplexu ES neni

nekonecéné velka.
E+S o ES /5/

V bodech A a B bude mit nartst ¢i pokles cqp za néasledek zvySeni ¢i snizeni mnozstvi
enzymu E spojeného se substratem S do komplexu ES a v; tedy bude zaviset na cgp. V bodé C
na obr. 34 je jiz veSkery enzym spojen se substratem, takze dalsi rast cgyp jiZz nemiize mit za

nasledek zvySeni rychlosti reakce.

Stav B odpovida teoreticky velmi zajimavému stavu, v némz je presné polovina molekul
enzymu ,,nasycena‘ substratem. Rychlost je v tomto pfipad€ polovina maximdlni rychlosti

(Vmax/2) dosazitelné pti dané koncentraci enzymu.

3.3.1.4 Koncentrace enzymu

Pocatecni rychlost rovnovazné reakce je rychlost naméfend diive, nezli se vytvoii produkty
v mnozstvi postacujicim k probéhnuti opacné reakce. Pocateéni rychlost enzymové
katalyzované reakce je vzdy Umérnd koncentraci enzymu; plati to ovSem pravé jen pro

pocatecni rychlosti.

S rostouci koncentraci enzymu se rychlost enzymové reakce zvySuje pfi zachovani konstantni

koncentrace substratu (viz obr. 35). Mohou ovSem nastat piipady, kdy s rostouci koncentraci
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enzymu rychlost enzymové reakce klesd. Tento ptipad bude podrobnéji popsan v kapitole

,Vysledky a diskuze* u enzymu trypsinu.

Vi Csub = konst.

»
»
Cenz

Obr. 35 Vliv koncentrace enzymu na poc¢ateéni rychlost enzymové katalyzované reakce.

Obecné lze fici, ze rychlost reakce je vyznamné ovlivilovana koncentraci reaktantti. Pii
velkych koncentracich je velky jak pocet molekul senergii postacujici k reakei, tak i
frekvence jejich srazek. Plati to nezavisle na tom, zda vSechny nebo jen ¢ast molekul ma

energii postacujici k reakci. U reakce dvou riznych molekul A a B plati, Ze:

ky
nA+mB<>A B, 16/

ky

Jsou-li znamy rovnovazné koncentrace A, B, miize byt vypocltena numericka hodnota

piislusné rovnovazné konstanty K; (viz rovnice /7, 8/).

k[A'[B]" =k [4,B,] 11

b B _ g 8

koo 4Bl

Rovnovazna konstanta uddva smeér, kterym probiha spontanni reakce, netikd vSak nic o
rychlosti pribéhu reakce. VétSina faktorti ovliviiuje rychlost enzymovych reakci zménou

lokélIni koncentrace reaktantii. Z K, mtize byt vztahem /14/ vypoctena hodnota AG®.

- 48 -



3.3.2 Rovnice Michaelise-Mentenové

Enzymy neovliviiuji rovnovaznou konstantu. Enzym jako reaktant reaguje se substratem za
vzniku komplexu enzym-substrat ES, ktery se rozklada na produkt P a volny enzym.

V nejjednodussi form¢ mize byt tento d€j zapsan:

k

E+S¢>SE+P 19/
k_y

vi=ki- Cenz "Csub /10/

v-1=k-1" Cenz "Cpro 11/

Vyrazy pro rychlost reakce v obou smérech (v;, v.) obsahuji ¢len cen,, ve vyrazu pro

celkovou rovnovaznou konstantu se Cep, vykrati:

K = kl _ Cenz .Cpro _ Cpro 12/

Rovnovéazna konstanta K, tedy nezavisi na koncentraci enzymu. Enzymy sice ovliviuji
rychlost, ale nikoliv rychlostni konstanty, nemohou tedy ovlivnit ani K,, kterd je jejich
pomérem. K, dané reakce je stejna, at’” uz bylo rovnovahy dosazeno za ucCasti enzymové
katalyzy nebo bez ni. Enzymy méni cestu, kterou reakce probihd, nemaji vSak vliv na
pocatecni ani konecnou rovnovdznou koncentraci reaktantti a produktd, tedy na faktory

urcujici K; a standardni volnou entalpii AG®.

Pro pochopeni vSech katalyzovanych reakci véetné enzymovych je podstatnd piedstava

piechodovych stavii (viz obr. 36).

Pfechodné stavy enzym-substrat jsou obvykle na vyrazné nizSich hladindch energie nez
pirechodné stavy, kterymi tatdz reakce prochdzi za nepfitomnosti enzymu. Ke schopnosti
enzymu zrychlovat reakci tedy ptispiva hlavné skutecnost, Ze zména volné entalpie tvorby
pirechodného stavu enzym-substrat je znacné mensi nez odpovidajici zména volné entalpie

nekatalyzované reakce.
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Volna entalpie AG

T I Prechodny stav

2Gp = Volna entalpie vazby

Nekatalyzovan:a r . =
! = 2G Volna entalpie
reakee nekat

nekatalyzované reakce

aG

nekat. AAG

_ Volna entalpie katalvzované
Fiizgiraticiy 8Gy,, = Volna entalpie katalyzované

katalyzovana reakce
reakce

sGy = Celkova volna entalpie
reakce
Jec
s8G* — 2Ghgm + 2Gp - 2Gkat

E+P

Reakéni koordinata

V¥chozi stav

Y

Obr. 36 Porovnani zavislosti volné entalpie na reakéni koordinaté Kkatalyzované a
nekatalyzované reakce.

Enzymy snizuji energetickou bariéru reakce, takZe mize reagovat vEtsi podil molekul
substratu. Enzymy sice ovliviiuji volnou entalpii spojenou se vznikem komplexu, neovliviiuji
vS8ak celkovou volnou entalpii. AG® celkové reakce je stejnd, at je reakce enzymoveé
katalyzovana ¢i nikoliv. Protoze je rovnovazna konstanta chemické reakce funkci zmény

standardni volné energie této reakce,

AG°=-RTInK, 114/

nemaji enzymy ani jiné katalyzatory vliv na rovnovaZznou konstantu reakce. Koncentrace
substratu, pfi niz reakce probih4 poloviéni maximalni rychlosti, se nazyva hodnota K., neboli
Michaelisova konstanta. K, méa rozmér molarni (latkové) koncentrace a lze ji ziskat ze
zéavisloti vi na cgyp. Chovani mnoha enzymi pfi zmeéné koncentrace substratu popisuje rovnice

/15/, kterou odvodili Michaelis a Mentenova:

Vmax ’ Csub
y, =
K, +cu /15/

Zavislost pocatecni rychlosti enzymové katalyzované reakce na c,, a K, vysvétluje
nasledujici rozbor rovnice Michaelise-Mentenové. Pokud je ¢, mnohem mensi nez K, a

proto ovliviiuje hodnotu souctu ve jmenovateli jen velmi malo, miize byt zanedbana. Vi, a
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K» jsou konstanty, za jejichZ pomér miiZze byt dosazena nova konstanta K jak je naznaceno ve

vztahu /16/:

V. -c V. -c V
_  max sub ~ __max sub max ~
v, = ;v R Cyp *K-cyy 116/
Iim + Csub Iim Iim

Tzn. je-1i koncentrace substratu zna¢n¢ mensi nezli je tfeba pro dosazeni polovicni maximalni

rychlosti (hodnoty K., je pocatecni rychlost pfimo Umérnd koncentraci substratu c_, .

V druhém piipadé, kdy je ¢, mnohem vétsi nez K, miize byt tato konstanta zanedbéna:

sub

V. max sub . V. & max sub zV /17/

Tzn. je-1i koncentrace substratu c,, mnohem vétsi nez K,,, dosahuje pocatecni rychlost v;

maximalni hodnoty Vax, jak je uvedeno ve vztahu /17/.

Vj — Vmax .Csub ; Vj ~ Vj — Vmax .Csub — Vmax .Csub — Vr;ax /18/
Km + Csub Csub + Csub 2 ’ Csub

Je-li koncentrace rovna K, je pocatecni rychlost v; polovina maximalni rychlosti (viz vztah
/18/). Tento vztah také ukazuje zplisob stanoveni K, tedy experimentilné stanovit
koncentraci substratu, pfi niz je pocatecni rychlost reakce polovinou maximalni rychlosti. Pro
stanoveni K a Vpax slouZi linearni tvar rovnice Michaelise-Mentenové. Mnohé enzymy
neposkytuji saturacni kiivku, ktera by dovolovala uréeni Vay a tedy 1 Ky, z grafu zavislosti v;

na c_, . Proto je vyhodné upravit tvar rovnice Michaelise-Mentenové nasledujicim zplsobem:

sub *

V. = Vmax .Csub
'K, +cy, 19/

Po ptevedeni v; do reciproké hodnoty se dospéje k rovnici /20/ v grafické podob¢ nazyvané

jako Lineweavertv-Burkiv graf zavislosti 1/vina 1/c, :
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1

_— K,n .
v, Vo €

1

! + ! 120/
vV

sub max

Tento tvar je rovnice piimky s tsekem 1/Vpx a smérnici Kp/Vimax. Kromé vyznamu pro
interpretaci mechanismiit enzymové katalyzovanych reakci maji hodnoty K, i znacny
prakticky vyznam. Pfi koncentraci substratu odpovidajici stondsobku K, bude enzym
reagovat prakticky nejvétsi moznou rychlosti, takze maximalni rychlost V. bude zavisla na
pritomném mnozstvi aktivniho enzymu. Tato situace je obecné zadouci pii analytickém
stanoveni enzymil. Hodnota K, nam fik4, kolik substratu se musi pouzit pti méteni Vmax [54-

56].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PouZite chemikalie

Tab. 4 Seznam pouZitych chemikalii.

Chemikalie Cistota Oznaceni Dodavatel
Kyselina chlorovodikova 35% p.a. ES' 231-595-7 LACH-NER
Hydrogenuhli¢itan amonny p.a. ES 231-911-5 PENTA
Chlorid vapenaty hexahydrat p.a. ES 233-140-8 LACH-NER
Hydroxid amonny 25% p.a. ES 215-647-6 LACH-NER
Hydroxid sodny p.a. ES 215-185-5 LACH-NER
Octan amonny LACHEMA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan  Ultrapure ES 201-064-4 ALDRICH
N,N-dimethylformamid pure ES 200-679-5 LACH-NER
Dihydrogen fosfore¢nan draselny p.a. EINECS' 231-913-4 PENTA
Hydrogenfosfore¢nan disodny p.a. EINECS 231-448-7 PENTA
dodekahydrat
Kyselina octova p.a EINECS 200-580-7 LACH-NER
Enzymy
Trypsin (z hovéziho pankreatu) EC? 232-650-8 ALDRICH
Ureaza (z fazoli) EC 232-656-0 ALDRICH
Invertéaza (z pekarskych kvasnic) EC 232-615-7 ALDRICH
Substraty
Na-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochlorid ES 244-505-6 ALDRICH
Mocovina EC 200-315-5 ALDRICH
Sachar6za EC 200-334-9 ALDRICH

' ES, EINECS-,,European INventory of Existing Commercial chemical Substances“ evropsky seznam
existujicich obchodovatelnych chemickych latek, umoznuje nalézt obecné informace o chemickych latkach.

) e o xr . o
EC-,,Enzyme Commission‘ systém ciselné klasifikace enzymd.
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4.2 Zaiizeni a piislusenstvi

Pro praci byly pouZity nésledujici zatizeni a pomucky:

B2 W b=

6
7
8
9

IC-kalorimetr (TU Bergakademie Freiberg, Némecko)

Cip NCM-9924 (Xensor Integration, Delft, Nizozemi)

Inkubator SI60D (Bibby Scientific Ltd, Velka Britanie)

ZaloZni zdroj APC Smart UPS RT (American Power Conversion Corp., Velka
Britanie)

Pocita¢ pro zpracovani dat (Intel(R) Celeron (TM) CPU, RAM 262 MB, HDD
20 GB)

. Mrazni¢ka EUF 10003W (Elektrolux, Svédsko)
. Analytické vahy (Kern, Némecko)

. pH-metr (Inolab, Ceska republika)

. Mikropipety Biohit 1-10 pl; 100-1000 pl

10. Mikrostiikacka Hamilton 1-5 pl

11. BéZné laboratorni nadobi

4.2.1 1C-Kalorimetr

Podle doporuc¢eni IUPAC by mél byt pouzity kalorimetr nazyvan jako ,,izotermni

mikrokalorimetr® vzhledem kucelu k jakému byl vyvinut, tzn. pro méfeni v rozsahu

mikrowattl. Termin izotermni zde neni pouzit v pravém slova smyslu, ale znaci pfedevsim to,

ze teplota v kalorimetru je konstantni. S ohledem na princip méfeni je CastéjSi oznaeni

»kalorimetr stepelnym tokem®. Jelikoz je zména teploty velmi mal4, je mozné zatadit

kalorimetr do skupiny tzv. ,,quasi-izotermnich* kalorimetri s tepelnym tokem [57].

Konstrukce kalorimetru a pfedevsim prvky jako termistor, termoclanek a kalibra¢ni ohtivac,

které jsou zakomponovany diky modernim MEMS’ a MST® technologiim v kiemikové

membrané (,,¢ipu) vedou k nejcastéji pouZivanému oznaceni IC-kalorimetr (IC = integrated

* MEMS-Mikroelektro-mechanické systémy
* MST-Mikrosystemové technologie
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circuit). Pravé pouziti integrovanych obvodi vedlo v poslednim desetileti ke zna¢nému

pokroku v oblasti mikrokalorimetrie [22].

IC-kalorimetr pouzity k experimentim se sklada ze dvou podéln€ spojenych valcovitych

hlinikovych blokl o priméru 10 cm (viz obr. 37).

Cip je umistén v centru celého uspotfadani. Keramicky nosi¢ Cipu je tepelné propojen se
spodnim hlinikovym valcem pomoci kovovych spon. Otvor v ose horniho valce slouzi pro

zavedeni

Obr. 37 Fotografie IC-kalorimetru

mikrostiikacky, kterd obsahuje reakéni komponentu piidavanou kté, kterda se nachdzi na
membrané ¢ipu. Pfi zasouvani mikrostiikacky do vika, resp. uzavieného kalorimetru, by

dochazelo k pretlaku v reakéni komote. K jeho eliminaci slouzi bo¢ni kanalek pro odvod par.
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Zvlhcovaci krouzek, pfipevnény zevnitf na horni ¢asti kalorimetru, je nezbytny pro rychle;jsi
vyrovnani tlaku par. To samoziejmé snizuje rychlost vyparovani kapalnych vzorkl
umisténych na povrch kiemikové membrany Cipu, a proto vede k rychlejsi stabilizaci signalu.
K zajisténi presného umisténi kapky vzorku nebo pevné latky do centralni oblasti Cipu je
pouzito kruhové métidlo s primérem 4 mm. Také napomaha k tomu, aby byla sty¢né plocha
mezi kapkou a povrchem membrany co nejvice konstantni pro vSechna provadénd méteni.
Plocha, na kterou se kapka nebo pevna latka umistuje, se nazyva aktivni oblast nebo také
horké oblast. Jeji rozmér je 4 x 4 mm a obsahuje termoclanek a ohfiva¢. Pouze v této oblasti
dochazi ke snimani teplotniho rozdilu vyvolaného smisenim kapek a ndslednou reakci
komponent. Teplotni gradient snimany pomoci termoc¢lankii je preveden na vystupni signal
napéti v uV. Entalpii reakce AH; pi1 dané teploté¢ Ize vypocitat z plochy piku A, citlivosti Cipu

S a poc¢tu moll n reagujici latky pomoci vztahu /21/.

AH _4
S-n 21/

Citlivost Cipu lze zjistit elektrickou nebo chemickou kalibraci. O kalibraci kalorimetru bude

podrobnéji pojednano v samostatné kapitole.

Studium termodynamickych vlastnosti vzorkti pomoci IC-kalorimetru lze provadét pro rizné
teploty vrozmezi 20-45 °C. Teplotu lze volit pomoci temperovaného boxu, ve kterém je
kalorimetr umistén. To je obzvlasté vyhodné pii studiu enzymatickych reakci pro simulaci

télesné teploty 37 °C.

Diky malé velikosti kiemikové membrany je dynamické chovani tepelnych ¢idel z velké Casti
urceno tepelnou kapacitou a tepelnou vodivosti vzorki. Ackoli je dynamické chovani celého
uspofadani mnohem vice komplexni, tyto vlastnosti umoznuji takto navrzenému zatizeni
sledovat kinetiku reakci. Pti popisu pouzivaného kalorimetru bylo Cerpano piedevsim z prace

[45].
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4.2.2 Cip NCM-9924

Cip NCM-9924 od firmy Xensor Integration (Delft, Nizozemi), ktery byl pouzivan k méfent,
je vyrabén pouzitim technologie mikroelektro-mechanickych systémii (MEMS). Tyto
systémy, znamé také jako mikrosystémové technologie (MST), byly vyvinuty z metod, které
se pouzivaji pfi vyrob¢ integrovanych obvodi. MEMS jsou technologie, které se vyuzivaji
k vytvofeni trojrozmérné struktury na bazi kifemiku se specifickymi geometrickymi,
mechanickymi a elektrickymi vlastnostmi [58]. Ve srovnani s kalorimetry konstruovanymi
tradicnimi technikami, kde je kazda komponenta mechanicky spojena zvlast, u kalorimetra
vyrabénych MEMS technologii je vSe v jedné struktufe. Tato technologie umoziuje vznik
struktury na bazi kfemiku, kterd bude plnit hned ti1 funkce: ohfivag, senzor teploty a drzak

vzorku viz obr. 38 [58-62].

nosig  termotlanek ohifvad horly spoi  smdeny spoj
Obr. 38 Schéma ¢ipu s termoclanky a ohfivaci

Pii vyrobé Cipu se obvykle vychazi z kruhové kiemikové desticky o priméru 100 mm a
tloust’ce 0,5 mm, ktera slouZzi jako zéklad. Odporové ohfivace a termoclanky jsou vytvareny
na povrchu tohoto kiemikového platu nanesenim specifickych latek a naslednym formovanim.
Formovéni se provadi fotolitograficky a mokrym nebo suchym leptdnim. Tepelny tok
prostupuje membranou uchycenou na keramicky nosi¢, ktery vtomto piipadé plni nejen
funkci mechanické podpory, ale také funkci chladice. Vytvarti se tak teplotni rozdil, ktery je

sniman pomoci termoclank a pieveden na vystupni napétovy signal (uV).
Z jednoho kiemikového platu je vyrobeno vice membran. Jednotlivé kusy (membrany) jsou

déleny fezacim strojem s diamantovym hrotem. Elektrické dratky mezi jednotlivymi

mikroelektro-mechanickymi systémy jsou spojovany ultrazvukovym svarovanim.
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Obr. 39 Schematické znazornéni ¢cipu NCM-9924 v keramickém nosic¢i PGA-68.

Cip se sklada z 8,3 x 8,3 mm velké membrany z monokrystalického kiemiku uchycené do
keramického ramu. Tloustka membrany je 22-45 pum s citlivosti p¥iblizné 2,4 nebo 1,2 V-W™.
Uprostfed membrany se nachdzi tzv. citlivd oblast, nékdy také nazyvand jako aktivni nebo
horké oblast. Aktivni oblast je 4 x 4 mm velkd (obr. 5) a obsahuje tfi odporové ohiivace. Dva
jsou vyrobeny z hliniku a tfeti je z kfemiku. Termoc¢lanky jsou integrovany mezi ohiivace a
keramicky ram. Teplotni rozdil, ktery termoclanky snimaji a pfevadi na vystupni signal,
vznikd porovnanim teplot. K porovnéani teplot dochdzi mezi sttedem membrany (aktivni
oblasti) ateplotou keramického ramu. Keramicky rdam PGA-68 (,,Pin Grid Array) tvofii
pouzdro integrovan¢ho obvodu s 68 vyvody (piny).

Na obr. 39 je moZné vidét uspotradani Cipu: termoclanky (TP+ a TP-) slouzi k méfeni tepla
v prub&hu reakce, citlivost membrany je zjiStovana kalibraci pomoci ohtivacii (2 integrované
kifemikové ohtivace s ozna¢enim Rh a 3 hlinikové R1, R2 a R3). Diody (P, N) umisténé mimo
citlivou oblast slouzi k monitorovani teploty v okoli ¢ipu. Parametry jednotlivych komponent

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

Parametr Typ Jednotka Poznamka

Nosi¢ 29x29x7 mm PGA-68 s otvoreml1 x 11 mm
Rozmér Cipu 10x10x5 mm

Membrana 8,3x8,3 mm

Tloustka membrany 22,45 um

Termoclanek-odpor 50 kQ

Odporovy ohfiva¢ 1 kQ R1-R2 hlinikovy ohfivaé
Odporovy ohfivac 0,25 kQ R1-R3 hlinikovy ohtiva¢
Odporovy ohiivac 0,8 kQ Rh-Rh integrovany ohiivac
Citlivost Cipu 2.4:1,2 V/W Na vzduchu

Citlivost termoclanku 50 mV/K

Skladovaci teplota -25 do +85 °C
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4.3 Pracovni postupy

IC-kalorimetr se pouziva pro studium reakci v systémech fazi kapalina-kapalina nebo pevna
latka-kapalina. Kalorimetr se sklada z hlinikového bloku rozdéleného na dvé ¢asti (viz obr.
22, 37). Spodni ¢ast ma vytez pro Cip, horni €ast (viko) ma otvor pro zasunuti mikrostiikacky.
Na ¢ip se vklada prvni komponenta bud’ ve formé kapky, nebo pevné latky. Pevnou latku je
nutné umistit do kruhového meéfidla (dale jen krouzku), které ma rozméry ptizpisobeny
velikosti aktivni oblasti tak, aby ji nepfesdhlo. Velky duraz je kladen na pfesnost umisténi
krouZzku. Pti Spatné pozici mize dojit pti zasouvani mikrostiikacky k prorazeni ¢ipu nebo jeho
poskozeni. Pokud by byla pevna latka vlozena na Cip bez krouzku, 1 zde hrozi riziko naruseni
povrchu nebo prorazeni Cipu. Tato situace muZze nastat v disledku tlaku kapky, ktery se

vyvine pii stlaceni mikrostiikacky a posunu pevné latky.

. Hatnltonova mikrostiikatka

Wihteny krouZek

.
Mosit épu

Enshowé méfidlo

Obr. 40 Usporadani IC-kalorimetru [63]

Po umisténi prvni latky na ¢ip se na spodni stranu vika nalepi krouzek z filtraéniho papiru.
Tim se zajisti konstantni tlak par a zabrani vypafovani vzorku na ¢ipu. Krouzek z filtraéniho
papiru je obvykle vlhcen 6-8 ul roztoku latky, kterd je na ¢ipu. Po navlhCeni se blok uzavte.
Do otvoru ve viku hlinikového bloku se zasune mikrostiikacka o objemu 1-5 pl s roztokem
druhého reaktantu. Celkovy objem kapaliny, resp. reakéni smési, na Cipu po vyprazdnéni

mikrostiikacky by nemél piekroc¢it 10-12 pl, zadlezi na smacivosti povrchu membrany.
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Kriteriem jsou hranice aktivni oblasti 4 x 4 mm. Po ustaveni rovnovahy béhem 20-50 min se
reakce spusti vyprazdnénim Hamiltonovy mikrosttikacky. Dojde ke spojeni kapek (viz obr.
40) a na obrazovce monitoru se objevi pik, jehoz plocha je iumérna tepelnému zabarveni
reakce. Méfeni je dokonceno asi 10-15 minut po zahajeni reakce, kdy se napétovy signal opét
vrati na zékladni linii. Po kazdém méfeni se Cip oplachne destilovanou vodou a velmi jemné

setfe do sucha.

4.3.1 Vyhodnoceni vysledku

Zmeéna teploty v pritbéhu reakce je snimdna termoclankem a zaznamenana ve formé napéti.

Plocha pod kitivkou zavislosti U={(t) je pfimo imérna reakénimu teplu podle vztahu /22/:

AH, = S_An 122/
Pro vyhodnoceni kinetickych parametri enzymatickych reakci existuji dva zplsoby. Prvni
pomoci pocitatového programu MATLAB/SIMULINK umoziiuje modelovat celou kiivku
zavislosti U=f(t) prostfednictvim nelinearni optimalizace vybranych simula¢nich parametra.
To ovSem vyzaduje podrobné znalosti o reakénim mechanismu, pfedev§im o moznych

naslednych reakcich. Proto je tato metoda povazovana za mén¢ vhodnou [64].

Druhé varianta stanoveni kinetickych parametrii je zaloZena na modelovani sestupné Casti
kiivky zavislosti U=f(t), jak je naznaceno v obr. 41 a vztahu /23/. Reakce v tomto okamziku
pokrocila natolik, Ze Ize vyuzit pfedpokladu cg,<<Kwm, koncentraci substratu cg,, ve vztahu

/23/ 1ze tudiz zanedbat.

V. = Vmax .csub /23/
i Km +csub

Za tohoto zjednodusujiciho ptedpokladu ziskava rovnice tvar /24/,

y, = —m e K 124/
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kde Vmax a Ky, jsou konstanty, za jejichz pomér mize byt dosazena nova konstanta K:

Jeji hodnotu Ize ziskat z inverzni hodnoty casové konstanty kalorimetru t (viz obr. 41).

1600
1400 - 50
1200 — °]
1 g -50
1000 > oo
S 800 =
3 - 140 160 160 170 180 190
D 600 S
400 __ AzAHr
200 - \
0 _ N
-200 -
g T g T T T y
0 100 200 300 400
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Obr. 41 Ukazka vyhodnoceni entalpie reakce a casové konstanty kalorimetru pro vypocet
kinetickych parametri.

Pfi modelovani této casti kiivky je moZné zanedbat vliv ndslednych reakci. Hlavnimi

vyhodami této metody je snadnd manipulace a aplikovatelnost na rizné reakce.

4.3.2 Princip kalibrace

VétSina izotermnich kalorimetra je kalibrovana dodanim tepla pomoci elektrického ohtevu.
Elektricky ohiiva¢ byva umistén v kalorimetrické nadobce, v ptipadé¢ IC-kalorimetru je
integrovan v kiemikové membrané (viz kapitola 4.2.2). Elektrick4 kalibrace je méné vhodna
z hlediska zohlednéni procest proudéni tepla béhem reakce. To miize vést k zadvaznym
chybam a v tomto piipad€ je vhodnéjsi pouziti chemické kalibrace. Bez ohledu na zvolenou

techniku je nutné ovétit celkovy vykon zatizeni.

-62 -



4.3.2.1 Elektricka kalibrace

Témét vSechny moderni kalorimetry jsou kalibrovany elektricky. Miniaturizaci kalorimetru
vznikaji nové specifické problémy s ohledem na citlivost a pfesnost méteni. Pfi posuzovani
vysledki je nezbytné presné stanoveni uvolnéného nebo spottebovaného tepla. Toto stanoveni
vSak muze byt ovlivnéno fadou nezadoucich faktorti jako je odpafovani, michdni nebo
proudéni. VSechny uvedené faktory ovliviuji také kalibraci kalorimetru a tvofi systematickeé

chyby méfeni.

Elektrick4 kalibrace je zaloZena na stanoveni citlivosti nebo kalibracni konstanty kalorimetru.
Meéieni spocivd v umisténi 8 upl destilované vody na aktivni oblast membrany. Krouzek
z filtratniho papiru nalepeny na spodni ¢asti vika hlinikového bloku je vlhéen 6-8 pnl
destilované vody. Kalorimetr se uzavie a do vika se zasune prazdnd hamiltonova
mikrostiikacka. V programu MATLAB se nastavi hodnoty pfikonu 0,1 mW, doba ohievu
150 sekund a celkova doba jednoho cyklu 300 sekund.

Citlivost ¢ipu se ziskd porovnadnim vystupniho signalu U (uV) s teplem dodanym pomoci
odporového ohiivace ve form¢ ptikonu P (mW). Kalibra¢ni konstanta, dale jen citlivost, je

stanovena pomoci vztahu /25/.
S [V-W“]:% 125/

Konstrukce a umisténi téchto termoclanki a ohfivaci je obtizné, a proto je v literatute

uvadéna chyba méfeni u elektrické kalibrace izotermnich mikrokalorimetri az 5 % [65].

4.3.2.2 Chemicka kalibrace

Elektricky kalibracni ohtfiva¢ mizZe vést k podstatné odlisSnému rozlozeni teploty v reakéni
nadobé resp. aktivni oblasti membrany nebo zpusobit jiné tepelné proudéni ve srovnani se

zkoumanou reakcei. V téchto ptipadech je vhodné provést srovnani chemickou kalibraci.
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Chemicka kalibrace se provadi vhodné zvolenou kalibracni reakci [57]. V piipadé IC-
kalorimetru  byla pouzita reakce Tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou
chlorovodikovou. Na aktivni oblast ¢ipu se predlozi 3 pl kyseliny chlorovodikové
v koncentracich 0; 0,025; 0,05 M. Krouzek z filtra¢niho papiru se navlh¢i 6-8 pl destilované
vody a kalorimetr se uzavie. Do vika se zasune hamiltonova mikrostiikacka s 4,4 pl 0,1M
roztoku Tris(hydroxymethyl)aminomethanu. Po ustéleni teplotni rovnovahy cca 20-30 minut
se reakce spusti stlacenim Hamiltonovy mikrostiikacky. Reakci je mozZné ukoncit po 10

minutdch od vyprazdnéni mikrostiikacky.

Citlivost Cipu se vypocita ze smérnice piimky k(x) zavislosti plochy piku 4 na koncentraci

kyseliny chlorovodikové podle vztahu /23/.

k) 126/
AHr250C 'VHCJ

Hodnoty  entalpii reakce @ AH,  Tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou

chlorovodikovou pro rtizné teploty jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6 Hodnoty reak¢nich entalpii reakce Tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou
chlorovodikovou pro ruzné teploty.

T (°C) AH, (kJ-mol™)
15 48,22...48,25
20 47,84...47,91
25 47,44...47,60
30 47,11...47,27

Citlivost ¢ipu a faktory ovliviiujici jeji hodnotu jsou jedny z hlavnich parametr studovanych
v této praci. Proto bude o kalibraci podrobnéji pojednano v nasledujici kapitole ,,Vysledky a

diskuse*.
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4.3.3 Studovan¢ enzymatické reakce

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

hydrochloridem
O . . .
g Trypsin je trévici enzym,
E‘QNOZ ktery se tvoii v neaktivni
O “ .

BApNA form¢ (trypsinogen) ve
NE slinivee bfiSni. Je aktivovan
® )\ v tenkém stievé, kde $tépi

H,N NH, B . o o, .

bilkoviny na mensi Casti.
‘ Tim se podili na spravném

trypsin
traveni proteini obsaZenych
o v potravé. Trypsin prechazi
H

N © Caste¢né do krevniho obé&hu,
o} H)N NO, o .

S kde jej Ize stanovit.
p-nitroaniline Fyziologické hodnoty
NH v lidském téle se pohybuji v

@ .

rozmezi 138 - 400 /1.

HgN)\NH_a #mez HE

Zvysené  nebo  snizené
Obr. 42 Reakce trypsinu a Na-benzoyl-L-arginin-p-

. - . hodnoty  indikuji  fadu
nitroanilid hydrochloridu

onemocnéni napf. chronic-

kou pankreatitidu, cystickou fibrézu nebo cholelitidzu.

Podminky a postup méreni:

2,5 aZz 15 mg enzymu trypsinu bylo rozpusténo v 1 ml pfislusSného pufru. Pufry byly
pfipraveny smichdnim anorganického pufru o koncentraci 0,1 M a pH=7,8 sN,N-
dimethylformamidem v poméru 1:1. Roztok substratu Na-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid
hydrochloridu (BApNA) o koncentraci 0,055 M byl pfipraven rozpusténim pevné latky
v pufru o stejném slozeni, v jakém byl rozpustén enzym. Na Cip byl predlozen objem 3 pl
0,055M roztoku BApNA a krouzek byl vlhéen 6-8 pl roztoku substratu. Hamiltonova

mikrostiikacka byla naplnéna 4,4 pl roztoku enzymu o ptislusné koncentraci. Rovnovéaha byla
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ustalena nejdiive po 40-50 minutdch, nasledné byla reakce spuSténa vyprazdnénim
mikrostiikacky, zastavena byla po 10-15 minutach. Ukonceni reakce je doprovadzeno
charakteristickym zlutym zabarvenim kapky na c¢ipu v diasledku vzniku produktu p-
nitroanilinu. Pouzité anorganické pufry byly 0,1M CH;COONH4+NH4OH, 0,1M NH4HCO; a
0,1M Tris-HCI+0,025M CaCl,. Reakce byla zkouméana pfti teploté 37 °C. Enzym trypsin i
substrat BApNA byl uchovavan pti -20 °C. Roztoky enzymu 1 substratu byly pfipravovany

kazdy den Cerstvé.

4.3.3.2 Reakce ureazy s mocovinou

Ureaza je enzym katalyzujici hydrolyzu moc€oviny podle rovnice 27 :
(NH,),CO + H,0—"% 5 H,NCOO™ + NH; —% 5 NH, + H,0 + CO, 127/

Vyskytuje se pfedevSim u rostlin, mikroorganismii a bezobratlych zivoCichi. Vykazuje
absolutni substratovou specifitu, tzn., ze neStépi jiné substraty nez mocovinu. Uredza ze
sojovych bobli byla prvnim enzymem, ktery byl ziskan v krystalickém stavu. Reakce byla
zkoumana za riznych podminek, tzn. pH a slozeni pufri. Studium hydrolyzy mocoviny bylo

Jiz predmétem mnoha studii [66-69].

Podminky a postup méreni:

Roztok ureazy byl ptipraven rozpusténim daného mnozstvi enzymu v pufru tak, aby findlni
koncentrace roztoku ¢inila 10-40 mg/ml. Moc€ovina byla rozpusténa v tomtéZ pufru za vzniku
7mM roztoku substratu. 3 ul tohoto roztoku byly vneseny na Cip a mikrostiikacka byla
naplnéna 4,4 ul roztoku enzymu ureazy. Krouzek byl vlhéen 6-8 pl pouzitého pufru. Po
ustaleni rovnovahy (cca 30 minut) byla reakce spusténa vyprazdnénim mikrostiikacky.
Reakce byla studovéna pfi teplotach 25 a 37 °C, ve fosfatovém pufru a Tris-HCI pufru o pH 7
a 8. Fosfatovy pufr byl piipraven z 0,1M roztokit KH,PO4 a Na,HPO4-12H,0 [64]. Enzym
ure4dza byl uchovavan pti 2-8 °C. Roztoky enzymu 1 substratu byly pfipravovany kazdy den

cerstve.
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4.3.3.3 Reakce invertazy se sachar6zou

Hydrolyza sacharozy katalyzovand enzymem B-fruktofuranosidaza, obecné nazyvanym jako
invertaza, poskytuje ekvimolarni smés glukozy a fruktozy. Tato reakce /28/ je doprovazena
zménou optické otacivosti z pravotocivé na levotoCivou, protoze vznika pravotociva glukoza

a silné levotociva fruktdza

invertdza

sachardza + H,O ——==— glukoza + fruktoza 128/
Podminky a postup méreni:

Roztok invertazy o koncentraci 10-40 mg/ml byl pfipraven rozpuSténim daného mnoZstvi
enzymu v Michaelisove pufru. Roztok substratu byl rozpustén v tomtéz pufru za vzniku 0,1 M
roztoku sachar6zy. 3 ul tohoto roztoku byly vneseny na ¢ip, mikrosttikacka byla naplnéna 4,4
ul roztoku enzymu invertazy a krouzek byl ovlhéen 6-8 pl roztoku Michaelisova pufru. Po
ustaleni rovnovéhy (cca 30 minut) byla reakce spusténa vyprazdnénim mikrostiikacky.
Reakce byla studovana pii teplotach 25 a 37 °C a pH 4,6 a 5,6. Michaelisiv pufr o
koncentraci 0,1 M byl pfipraven z 1 M roztoki kyseliny octové a hydroxidu sodné¢ho [64].
Enzym ureaza byl uchovavan pii 2-8 °C. Roztoky enzymu i substratu byly pfipravovany

kazdy den Cerstvé.
Pii méfeni enzymatickych reakci byly pouzity pufry nasledujiciho sloZeni [64]:

Octanovy pufr: 0,1 M CH;COONH,4 pH upraveno roztokem NH4,OH na 7,8.

Uhli¢itanovy pufi: 0,1 M NH4HCOs pH 7,8

TRIS-HCI+CaCl, pufr: 0,1 M Tris(hydroxymethyl)aminomethane + 0,1 M HCI +
0,025 M CaCl,pH 7,8

TRIS-HCI puft: 0,1 M Tris(hydroxymethyl)aminomethane + 0,1 M HCIpH 7 a 8

Michaelistuv puft: 0,1 M CH3;COOH pH roztoku upraveno 1M NaOH na pH 4,6 a 5,6

Fosfatovy pufr: 0,1 M KH,PO4 +0,1 M NaHPO4-12 H,O pH 7

Ptesné hodnoty pH pufrii byly ovéfeny pH metrem.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavni vyhoda IC-kalorimetru spociva v €asové, materidlové a tim 1 financni Gspofe. Tato
vyhoda miniaturizovaného a zcela nového zafizeni je ovSem spojena s nedostupnosti
dualezitych informaci, jejich ziskani bylo jednim z cili této prace. V nasledujici kapitole proto
budou shrnuty studované aspekty ovlivitujici citlivost ¢ipu nebo samotny pritbé¢h méfeni a tim
1 spravnost vysledkli naméfenych na IC-kalorimetru. Prvni informaci o spravné funkcnosti IC-
kalorimetru poskytuje kalibrace, ktera umoziuje stanoveni citlivosti ¢ipu jako kalibracni
konstanty. Citlivost, jak bylo zjiSténo, je ovlivnéna faktory:

- tloustka membrany,

- individualnost Cipu,

- teplota

- objem kapaliny na ¢ipu.

V dal§im textu je diskutovana, mimo jiné, také stabilita signalu, jeji zavislost na podminkéach
méfeni, jakymi jsou teplota, charakter latky na €ipu, temperacni doba, davkovaci efekt nebo

vlhéeni krouzku zajist'ujici konstantni tlak par v reakéni komote.

Z literatury bylo zjiSténo, ze 1C-kalorimetr je nejcastéji pouzivan ke studiu enzymatickych
reakci [47,48]. S ohledem na tento fakt je posledni ¢ast této prace vénovana studiu reakci
trypsinu s No-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem, uredzy s mocovinou a

invertazy se sachar6zou. Vysledky jsou v zavéru porovndny s jinymi kalorimetry (napf.

mikrokalorimetrem typu LKB 8700) a s daty uvedenymi v dostupné literatufe.

5.1 Testovani IC-kalorimetru

5.1.1 Elektricka kalibrace

Elektrick4 kalibrace byla provadéna pted kazdou sérii méteni pro ovéteni spravné funkEnosti

¢ipu a tim 1 celého zafizeni. Elektricka kalibrace Cipu TAI18 byla provedena pii 25 °C
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umisténim 8 pl destilované vody na aktivni oblast membrany. Krouzek na spodni ¢asti vika
byl vlhéen 6-8 ul destilované vody. Prikon byl nastaven na 0,1 mW s periodou cyklického
ohfevu 150 sekund. Pribéhy casovych zdvislosti vstupniho a vystupniho signdlu jsou

znazornény na obr. 43 a 44.
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Obr. 43 Ukazka vyhodnoceni cykli vystupniho signalu zavislosti U=f (t)
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Obr. 44 Ukazka vyhodnoceni cykli vstupniho signalu zavislosti P=f (t)
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Citlivost ¢ipu TA18 byla stanovena porovnanim vystupniho signalu — napéti se vstupnim
signalem — ptikonem péti cykli ohfevu elektrické kalibrace. Vysledky jsou uvedeny v tab. 7.
Vyslednd hodnota ¢&inila 2,285+0,003 V-W™'. Relativni odchylka méfeni (dale jen chyba
méteni) pii vyhodnocovani cykli elektrického ohfevu nepiesahla u péti kalibraci 0,5 %. Pro

ovéfeni bylo stejnym zplisobem zméfeno a vyhodnoceno celkem pét kalibraci.

Tab. 7 Vysledky vyhodnoceni péti kalibraci ¢ipu TA18

Kalibrace ¢. Priumérné hodnoty citlivosti ¢ipu TA18

V-wh

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
Pramér 2,288
Smérodatna odchylka 0,012
95% interval spolehlivosti 0,010
Spodni mez 2,278
Horni mez 2,298

Priimérna hodnota citlivosti ¢ipu TAI18 kazdé¢ zuvedenych kalibraci (tab. 7) byla ziskéna
vyhodnocenim péti cykli elektrického ohfevu po cca 30 minutach ustdleni. Z tabulky je
patrné, ze primérné hodnoty citlivosti ¢ipu TA18 stanovené pii jednotlivych kalibracich jsou
zatizeny chybou (relativni smérodatnou odchylkou) max. 0,5 %. Jelikoz je tato chyba stejné
velkd jako u vysledku ziskaného zprimérovanim hodnot z jednotlivych kalibraci, byla

elektricka kalibrace provadéna pouze jednou, vzdy pfed kazdou sérii méfeni.

Kalibrace je také dileZitou informaci o aktudlnim stavu ¢ipu. Membréna s tloustkou nékolik
mikrometrt je velmi kiehkd a vyzaduje opatrnou manipulaci. K poSkozeni vSak mtize dojit
nejen pfimym mechanickym poSkozenim, ale také opotiebenim. Na obr. 45 lze vidét ukazku

vystupniho signdlu pti elektrické kalibraci suchého poSkozeného Cipu.
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Obr. 45 Ukazka elektrické kalibrace suchého poskozeného ¢ipu TA 12

5.1.2 Chemicka kalibrace

U novych ¢ipt se vedle elektrické kalibrace provadi i kalibrace chemicka, ktera 1épe simuluje
tepelné proudéni pfi zkoumané reakci. IC-kalorimetr byl kalibrovan chemickou reakei
tris(hydroxymethyl)-aminomethanu s kyselinou chlorovodikovou (viz kap. 4.3.2.2):

(HOCH,);C-NH, + H" — (HOCH,);C-NH;" 129/

Ukazka pritbéhu vystupniho napétového signalu pii tomto méfeni je zndzornéna na obr. 46.
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Obr. 46 Ukazka priubéhu vystupniho napéti pii chemické kalibraci v zavislosti na koncentraci
kyseliny chlorovodikové

Hodnoty ploch pikl byly ziskany jako primér hodnot péti méteni pro kazdou koncentraci
kyseliny chlorovodikové. Data byla ndsledné vynesena do grafu zavislosti plochy piku na

koncentraci kyseliny chlorovodikové (obr. 47).
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Obr. 47 Zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny chlorovodikové pii chemické kalibraci
¢ipu TA18 typu NCM-9924
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Podle vztahu /26/ byla ze smérnice piimkové zavislosti A = f (Cpc)) vypocitana citlivost Cipu.

Vysledky chemické kalibrace Cipu TA18 jsou uvedeny v tabulce €. 8.

Tab. 8 Vysledky vyhodnoceni chemické kalibrace ¢ipu TA18

Cuc (mM) A (mVs)
0 14,15+ 0,51
25 6,71 £0,23
50 2,19 + 0,003
Citlivost ¢ipu TA18 (V-W) 2,267

Data ziskana vyhodnocenim zavislosti plochy piku na koncentraci kyseliny chlorovodikové
byla zatizena chybou do 3,7 %. Pro vypocet byla pouzita hodnota reak¢ni entalpie 47,44
kJ-mol’ uvedeni v tabulce & 6 vexperimentalni &asti této prace. Citlivost stanovena
chemickou kalibraci ¢inila 2,267 V-W™. Chemicka kalibrace je asové velmi narocna a

neumoziuje tak castou kontrolu spravné funkcnosti zatizeni jako elektricka kalibrace.

5.1.3 Faktory ovlivityjici citlivost €ipu
5.1.3.1 TlousStka membrany

Vyrobcem ¢ipu NCM-9924 je firma Xensor Integration, kterd uvadi jeho citlivost v rozmezi
1,2-2,4 V-W! [29]. V nasledujici tab. 9 jsou uvedeny vysledky elektrickych kalibraci dvou
typt ¢ipit TA14 a RS8. Tloustka membrany (tmem) ¢ipu TA14 a RS je 22 a 45 pm.

Tab. 9 Zavislost citlivosti ¢ipu (S) na tloust'ce membrany.

Cyklus ¢&. Stais (VW) Srs (V"W

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
Primérné citlivost 2,316+0,008 1,215+0,002

tmem 22 pm 45 um

-73 -



Z vysledkl elektrické kalibrace ¢iph TA14 a R8 plyne, Ze mezi citlivosti a tloustkou

membrany plati nepfima timéra. Citlivost ¢ipti s membranou 22 pm se bude pohybovat kolem

hodnoty 2,4 V-W™ tzn. na horni hranici rozmezi uvedeného v literatufe [29] a naopak &ip

s membranou 45 pum bude dosahovat citlivosti cca 1,2 V-W™ tzn. na spodni hranici citlivosti.

5.1.3.2 Teplota

Pti zkoumani reakci pti jiné nez laboratorni teploté je dilezité pocitat se zmenou citlivosti

¢ipu. VétSina biologickych nebo enzymatickych reakci je zkoumana pti fyziologické teploté

37 °C. Proto je znalost zmény citlivosti s teplotou dilezitou informaci. Testovani probihalo

v rozmezi teplot 25-45 °C. Teplota byla udrzovana na dané hodnoté pouzitim temperovaného

boxu. Citlivost byla zjiStovana elektrickou kalibraci.
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Obr. 48 Teplotni zavislost citlivosti ¢ipu TA14

Z grafu na obr. 48 je zfetelny vliv zmény teploty na citlivost Cipu. S rostouci teplotou se

citlivost Cipu snizuje. Pi1 zméné teploty v fadech desetinach stupiii 1ze pokladat tento vliv za

nevyznamny. Pfi zménach teploty o 5 °C je zména citlivosti ¢ipu vyznamna.
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5.1.3.3 Objem kapaliny na ¢ipu

Zatizeni membrany jako dal$i studovany efekt pfimo souvisi s objemem kapky na Cipu.
Objem kapaliny na Cipu je limitovan rozméry aktivni oblasti membrany 4 x 4 mm. Pii méfeni
je dtlezité pocitat scelkovym objemem po pfidani druhé reakéni komponenty z
mikrostiikacky, ani po té nesmi vysledna kapka piesdhnout tuto aktivni oblast, aby nedoslo ke

zkresleni tepelného zabarveni reakce.

Na grafu na obr. 49 je mozné sledovat zavislost citlivosti ¢ipu na objemu piedlozené kapaliny.
Se wvzristajicim objemem kapaliny na povrchu membrany citlivost ¢ipu klesa. MoZznym

vysvétlenim mtize byt fakt, Ze Cast privadéné energie se spotiebuje na ohtivani kapaliny.
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Obr. 49 Vliv objemu kapaliny na citlivost ¢ipu TA14

Vliv objemu kapaliny na citlivost ¢ipu je mozné pozorovat pii porovnani jednotlivého cyklu
vstupniho a vystupniho signdlu elektrické kalibrace suchého a mokrého cipu. Piedlozeny
objem na ¢ipu byl 8 pul. Prvni graf (obr. 50) odpovida elektrické kalibraci suchého ¢ipu, kde je

velmi dobfe patrné rychlé spojeni mezi vstupnim a vystupnim signalem.
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Obr. 50 Elektricka kalibrace suchého ¢ipu TA14

Na grafu v obr. 51 je zaznamenéno urcité zpozdéni v odpovédi vystupniho signalu na vstupni.
Toto zpozdéni nastdva v dusledku tepelného odporu mezi ohfiva¢i a kapkou na cCipu.
Zpozdéni odpovidd Casovéa konstanta, kterd je vyznamnym parametrem pii popisu kitvky

zavislosti U=f{t) a dynamického chovani IC-kalorimetru pfi studiu chemickych reakei.
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Obr. 51 Elektricka kalibrace Cipu s 8 ul destilované vody
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Potvrzenim vlivu objemu kapaliny na Cipu na jeho citlivost jsou rovnéz udaje v tab. 10, kde
jsou porovnany jednotlivé ¢ipy NCM-9924 stejné Sarze TA za sucha a pti zatizeni membrany
8 ul destilované vody. Vysledky ukazuji, Ze rozdil v citlivosti mezi zatizenymi a suchymi Cipy
je az 0,4 V-W! (cca 15 %). Rozdil v citlivostech jednotlivych exemplafi stanoveny jako

relativni odchylka méfeni je u zatizenych Cipti 1 % a u suchych 1,7 %.

Tab. 10 Porovnani citlivosti riiznych ¢ipu stejné Sarze

L Mokry Suchy
Oznaceni Cipu . .
S (VW) S (VW)
TA16 2,24+0,015 2,682+0,003
TAI18 2,288+0,003 2,705+0,002
TAI19 2,237+0,014 2,596+0,007
Pramér 2,255 2,661
Smérodatna odchylka priméru 0,023 0,047
95% interval spolehlivosti 0,009 0,018
Spodni mez 2,246 2,643
Horni mez 2,264 2,679

5.1.4 Dalsi faktory ovlivitujici méfeni

5.1.4.1 Stabilita signalu

Zakladni ¢1 nulova ¢ara (linie) vystupniho signalu je definovana jako kalorimetricky signal
generovany kalorimetrem bez tepelnych efekti. Vyjimku tvofi piispévky v disledku michéni,
koroze, oxidace nebo vedlejsi reakce, které jsou ve vétSin€ piipadd konstantni a lze je
povazovat za soucast zdkladni ¢ary. Odchylky od zékladni ¢ary lze definovat jako Sum nebo

posun zékladni ¢ary (,,drift*).
Sum signdlu

Sum je definovan jako kolisani hodnoty zakladni linie béhem kratkého intervalu (obvykle
<1 minuta). Sum je zpravidla zpiisoben elektrickym kolisanim signalu. Hladiny $umu jsou

definovany jako + dvojnasobek smérodatné odchylky driftu [57].
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Tab. 11 Vyhodnoceni Sumu signalu elektrické kalibrace riznych ¢ipi a Sarzi

Typ &ipu R7 RS TA14 TA16 TA18
Usek ¢&. AU (nV)

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
AUg (uV) 1,45£026  1,23+0,16  1,69+0,27  1,5140,13  1,46+0,18

V tab. 11 jsou uvedeny vysledky vyhodnoceni Sumu signdlu elektrickych kalibraci riiznych

¢ipa rtizné Sarze. Hodnoty AU (uV) v tabulce byly ziskdny odectenim rozdilu mezi hladinami

Sumu podle vzoru na obr 52.
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Obr. 52 Ukazka odecteni hladin Sumu signalu

Z tab. 11 lze usoudit, Ze hladina Sumu se dramaticky neméni pfi pouZiti riznych ¢ipt rizné

Sarze. Do testovani byly pouzity dva Cipy (R7, R8) s tloustkou 45 um a tfi s tloustkou 22 um.

Priimérna hodnota Sumu u pouzitych ¢ipti NCM-9924 je 1,47 £ 0,15 pV.

-78 -



5.1.4.2 Posun zakladni ¢ary

Posun zékladni ¢ary nazyvany také jako ,drift* vyjadiuje zménu hodnoty této linie v uréitém
casovém intervalu. Bylo zjisténo, Ze na vychozi hodnotu zakladni ¢ary ma vliv charakter latky
na ¢ipu a na posun baseliny ma zasadni vliv teplota. Oba vlivy jsou zndzornény na obr 53 a

54.
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Obr. 53 Vliv zmény teploty na posun zakladni linie

Z obr. 53 je vidét piimy vliv teploty na polohu zakladni ¢ary. Pfi zméné teploty o 0,1 °C se
zakladni ¢ara posune o cca 270 puV. Z divodu zajisténi konstantnich teplotnich podminek byl
IC-kalorimetr umistén do specialné¢ upraveného temperovan¢ho boxu s moznosti ohfevu i
chlazeni. I pfesto nebylo méfeni spusténo diive nez po 20 minutach temperovani od sestaveni

kalorimetru.
Pro posouzeni vlivu charakteru latky vnasené na €ip na vychozi hodnoty zakladni ¢ary byly

pouzity destilovana voda, hydrogenuhli¢itan amonny a N,N-dimethylformamid. Tyto latky

byly pouZivany také pii studiu enzymatickych reakci.
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Obr. 54 Vliv charakteru latky na vychozi hodnotu zakladni linie

Graf na obr. 54 naznacuje vyznamny vliv charakteru latky na vychozi polohu zékladni linie.
Pro kazdou latku bylo provedeno pét méteni, aritmetické primeéry stanovenych vychozich

hodnot zakladni ¢ary pro vybrané latky jsou uvedeny v tab. 12.

Tab. 12 Pramérné vychozi hodnoty baseliny pro vybrané latky

Latka Priumérna vychovzrl hodnota zakladni
cary
H,O -1441 + 140
NH4HCO3 -2746 + 338
N,N-dimethylformamid 7354 £ 1006

Z grafu je vidét, Ze po ustaleni se hodnota zakladni linie blizi nule. Proto je dilezité zdiraznit,

ze hodnoty uvedené v tabulce plati pro pocatecni vychozi hodnotu zékladni Cary. Jeji Casova

zéavislost bude popsana v nasledujici kapitole.
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5.1.4.3 Temperacni doba

V této Casti prace je diskutovan vliv doby temperace na stabilitu signalu. Pozadovana teplota
je udrzovana pomoci specialné upraveného temperovaného boxu. Jakakoliv manipulace uvnitt
boxu zplsobi mirné zakolisani teploty a tim 1 posun zdkladni ¢ary-viz obr. 53 a je nutné
nechat teplotu znovu ustélit. Temperacni doba je tedy Cas potiebny k ustaleni teploty a tim 1
signalu. V grafu na obr. 54 je ndzorné vidét, ze k ustaleni a ptiblizeni hodnot zakladni linie k
nule nedochazi ihned po zahajeni méteni. Teplotni podminky zavisi nejen na vyrovnani

teploty uvnitt kalorimetru a vzorku na Cipu, ale také na tlaku par v reak¢éni komofte.

Tab. 13 Vysledky vyhodnoceni plochy piku v zavislosti na dobé temperovani

teemp. (S) Ag (uVs) Chyba méreni
300 12 645 + 2951 23 %
600 14 078 + 1870 13 %
900 17 218 + 605 3,5%

Vliv temperacni doby na chybu méteni byl sledovan vyhodnocovanim plochy piku reakce
0,IM Tris(hydroxymethyl)aminomethanu s 0,05M kyselinou chlorovodikovou (tab. 13).
Z vyslednych hodnot vyplyva, Ze pii dob¢ ustalovani nad 900 sekund chyba méteni vyrazné
klesa. Proto u béznych reakci byla rovnovaha ponechéna ustalovat minimalné 20 minut a u

enzymatickym reakci kolem 40-50 minut.

5.1.4.4 Tlak par v reakéni komote

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, na stabilitu signalu ma vliv rovnéz tlak par
v reak¢éni komote. K minimalizaci vypatfovani vzorku a zajiSténi konstantniho tlaku par slouzi
krouzek z filtracniho papiru umistény na spodni ¢ast vika hlinikového bloku. Tento lepici
krouzek z filtra¢niho papiru je vlhéen bud’ stejnou latkou (roztokem) nachéazejici se na Cipu
nebo destilovanou vodou. Graf na obr. 55 zndzorfiuje zavislost citlivosti ¢ipu s8 pl

destilované vody na mnoZstvi vlh¢ici kapaliny.
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Tab. 14 Vysledky méreni zavislosti citlivosti ¢ipu (S) na intenzité vlh¢eni krouzku

Objem destilované vody k vlhéeni S (V-W)
((1L))
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
Se (V-W7) 2,289 + 0,037

Z hodnoty smérodatné odchylky primérné hodnoty citlivosti Cipu ziskané pii raznych
objemech kapaliny k vlh¢eni krouZku je patrné zvySeni chyby méfeni z 0,5 % (viz tab. 7) na
cca 1,5 % (viz tab. 14). Proto je nutné zabrénit kolisani, které¢ je mozné vidét na obr. 55,

stanovenim a dodrzovanim konstantniho mnoZstvi vlh¢ici kapaliny.
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Objem vody pouzity k vlhéeni (pl)

Obr. 55 Vliv intenzity vlh€eni tésniciho krouzku na citlivost ¢ipu
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Timto konstantnim rozmezim byl zvolen objem mezi 6 a 8 pl. V tab. 14 je vidét minimalni
rozdil v citlivosti a krouzek je timto objemem dostate¢n¢ navlhcen pro udrZeni konstantniho
tlaku par. Pfi pouZiti vySSich objemli dochdzi ke stékani kapaliny a pfi velmi nizkych

objemech zstava ¢ast krouzku sucha.

5.1.4.5 Davkovaci efekt

Déavkovani vzorku na Cip je zajiStovano mikropipetou. Kapalina nachédzejici se
v Hamiltonové mikrosttikacce se davkuje pomoci stlaCovaciho nastavce. Tlak vyvinuty jeho
stisknutim se projevi na méfené kiivce béhem prvnich 2 — 3 sekund po nastiiku druhého
reaktantu jako tzv. ,davkovaci efekt“ v podob& samostatného endotermniho piku pied

vlastnim méfenym tepelnym efektem (viz obr. 56 a 57).

-400
! j ____________
-600 - i )V =
Py
1 /
T v '| ! 5+3 ul
< ) ! - —-4+4 ul
-800 - |
3 800 ¢ o345 pl
> W
1 1
)
-1000 f
-1200
v T v T J T v T T T v
200 210 220 230 240 250 260
t(s)

Obr. 56 Ukazka davkovaciho efektu pro zvolené objemy kapaliny na cCipu a davkované
mikrostiikackou

Priimérna hodnota davkovaciho efekt se pohybuje kolem 120 + 40 pJ. Proto je tento efekt ve
srovnani s métenym tepelnym efektem v fadech desitek kJ zanedbatelny, jak je mozné vidét
na obr. 57. I pfesto byly kiivky ptisluSejici reakénimu teplu vyhodnocovany bez davkovaciho

efektu.
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Obr. 57 Porovnani davkovaciho efektu s tepelnym efektem mérené reakce.

5.2 Studium tepelného zabarveni enzymatickych

reakci

5.2.1Reakce trypsinu a No-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid
hydrochloridu

Reakce trypsinu s Na-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem (BApNA) byla
studovana postupem uvedenym v kap. 4.3.3.1. Byly u ni studovany vlivy zmén koncentrace

enzymu a pufru na reak¢éni entalpii.
Vyhodnoceni vysledkli probihalo standardnim zptisobem uvedenym v kapitole 4.3.1. Pfi

studiu této reakce byl pouzit ¢ip TA18 s aktualni citlivosti 2,29 V-W™'. Vysledky experimentt

jsou uvedeny v tab. 15
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Tab. 15 Zmény entalpie reakce trypsinu s BApNA ziskané méienim na IC-kalorimetru

Reakce Pufr pH T(CC) AH, (kJ-mol™)
Tris-HCI+CaCl, 7.8 37 -13,0 £ 0,4
TrypsintBApNA  CH3;COONH, + NH,OH 7,8 37 -65,0 + 4,4
NH4HCO; 7,8 37 70,3 + 1,4

Tab. 16 Publikované hodnoty zmény entalpie reakce trypsinu s BApNA

Reakce Pufr pH T (°C) AH; (kJ -mol'l) Literatura
Tris + HCI 7,8 25 -48.4 [70]
TrypsintBApNA Tris 7,8 25 -48.5 [71]
Tris 7,3 25 -28,7 [72]

Z vysledkt tepelného zabarveni reakce enzymu trypsinu se substratem BApNA je evidentni
exotermni charakter reakce. Tuto skutecnost potvrzuji rovnéz tabelované hodnoty reak¢nich
entalpii z databaze ,,Thermodynamics of Enzyme-Catalyzed Reactions, National Institute of
Standards and Technology (Gaithersburg, Maryland, USA)*“ vtab. 16. Reak¢ni entalpie
zkoumané reakce byly stanoveny pro tifi pufry, znaméfenych hodnot je zfejmy
nezanedbatelny vliv prostfedi na vyslednou hodnotu reakéni entalpie. Koncentrace enzymu
neovlivituje hodnotu entalpie reakce, jelikoZ reakce je limitovana mnoZstvim substratu,

nikoliv enzymu.

5.2.2 Reakce uredzy s mocovinou

Reakce byla zkouména za riznych podminek. Proménnymi parametry byly pH a chemické
slozeni pufru a teplota.. Enzym ureaza je charakteristicky svou substratovou specifitou, tzn.
ze katalyzuje pouze hydrolyzu mocoviny. Podminky a postup méfeni jsou uvedeny v kap.

4.3.3.2, vysledky jsou shrnuty v tab. 17.
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Tab. 17 Zmény entalpie reakce ureazy s moc¢ovinou ziskané méienim na IC-kalorimetru

Reakce Pufr pH T (°C) Csup (mM) AH, (kJ-mol™)
Tris + HCI 7 25 7 -77,7+2,8
Tris + HCI 8 25 7 -87,4 +4,4
Ureazat+tmocovina  Tris + HCI 7 37 7 -57,1 £2,7
Fosfatovy 7 25 7 -59,9 +2,2
Fosfatovy 7 37 7 -26,8 +1,2

Tab. 18 Publikované hodnoty zmény entalpie reakce ureazy s mo¢ovinou

Reakce Pufr pH T (°C) AH; (kJ -mol'l) Literatura

Fosfatovy 7,0 25 -59,6 [73]

Fosfatovy 7,0 25 -33,1 [74]

Fosfatovy 6.9 25 -61,0 [74]

Uredzatmotoving Fosfatovy 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]

Tris 7,0 25 -7,1£1,0 [68]

Vysledky méfeni enzymatické reakce ureazy s mocovinou pomoci IC-kalorimetru ukazuji
jasny vliv teploty na hodnotu reak¢ni entalpie. S rostouci teplotou z25 °C na 37 °C se
uvolnéné reakéni teplo stanovené v prostfedi Tris-HCI pufru snizuje z -77,7 + 2,8 na -57,1
+2,8 kJ'mol™. Vliv teploty byl potvrzen rovnéz méfenim ve fosfatovém pufru, kde hodnota
reakéni entalpie klesla z -59,9 + 2,2 na -26,8 = 1,2. Porovndni naméfenych hodnot
s publikovanymi [73, 74] lze provést pouze pro fosfatovy pufr pii teploté 25 °C a pH=7, kde
byly splnény stejné podminky. Hodnoty reak¢ni entalpie se s pfihlédnutim k chybé méteni
shoduji. Je tfeba poznamenat, ze kalorimetrickd méfeni enzymatickych reakci jsou
komplikovana z hlediska jejich vysoké citlivosti na vnéjSi podminky, proto lze 1 v literarnich
pramenech nalézt vyznamné rozdily v hodnotach jejich reakénich tepel, jak je patrné 1 z tab.

18.
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5.2.3 Reakce invertazy se sachar6zou

Obdobné jako u piedeslé reakce bylo vySetiovdno tepelné¢ zabarveni enzymatické reakce
invertazy a sachar6zy pomoci IC-kalorimetru (viz kap. 4.3.3.3) a nasledné¢ bylo provedeno
porovnani vysledkti s udaji uvedenymi v databdzi ,,Thermodynamics of Enzyme-Catalyzed
Reactions, National Institute of Standards and Technology (Gaithersburg, Maryland, USA)*.

Hodnoty reak¢nich entalpii stanovenych a publikovanych jsou zaznamenany v tab. 19 a 20.

Tab. 19 Zmény entalpie reakce invertazy se sacharozou ziskané mérenim na IC-kalorimetru

Reakce Pufr pH TCC) CiupM) AH, (kJ-mol™)
Michaelistv p. 4,6 25 0,1 -16,3 + 1,1
Invertazat+sacharéza Michaelistv p. 5,6 25 0,1 -19,2 + 1,6
Michaelistv p. 5,6 37 0,1 -14,1 £ 1,8

Tab. 20 Publikované hodnoty zmény entalpie reakce invertazy se sacharézou

Reakce Pufr pH T(CC) AH; (kJ -mol'l) Literatura
Michaelistv p. 4,6 25 -15,4 [76]
Invertazat+sachar6za Michaelisav p. 4,6 25 -15,0 [77]
Michaelistv p. 5,65 37 -14,2 [77]

V ptipad¢ reakce invertdzy se sachar6zou bylo provedeno kompletni srovnani vysledki
s publikovanymi daty kalorimetricky zméfenymi na izoperibolickém kalorimetru [76] a
mikrokalorimetru [77]. Vysledky se v ramci chyby méteni shoduji. Pokles hodnoty z -19,2 +
1,6 na -14,1 £ 1,8 pro pH=5,6 a zménu teploty z 25 na 37°C jen logicky potvrzuje fakt, ze u
exotermnich reakci s rostouci teplotou intenzita tepelného zabarveni klesa. Rovnéz pH ma na
zménu entalpie reakce invertdzy a sachar6zy nezanedbatelny vliv. Reakéni entalpie se

s rostouci koncentraci enzymu neméni z ditvodli uvedenych u predchozi studované reakce.
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5.3 Parametry ovliviiujici pritbéh enzymatickych reakci

5.3.1Koncentrace enzymu

Zavislost rychlosti prib&hu reakce na koncentraci enzymu byla zkoumana pro enzymatické
reakce invertazy se sachardzou, ureazy s mocovinou a trypsinu s Na-benzoyl-L-arginin-p-
nitroanilid hydrochloridem. Jako parametr charakterizujici reakéni rychlost byla pfitom

zvolena konstanta K definovana vztahem /16/ (viz kap. 3.3.2).

Vysledky pro enzymatickou reakci invertazy se sachar6zou byly ziskany kalorimetrickym
méfenim v prostfedi Michaelisova pufru o pH=4,6; teploté 25 °C; koncentraci substratu 0,1 M
a pro koncentra¢ni fadu 10, 20, 30, 40 mg/ml invertazy (viz kap. 4.3.3.3), v tabelarni a

grafické podobé¢ jsou uvedeny v tab. 21 a na obr. 58.
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Obr. 58 Vliv koncentrace enzymu invertazy na rychlost hydrolyzy sacharézy

Pivodni koncentrace enzymu (10-40 mg/ml) na pocatku reakce je v tab. 21 pfepocitana na
koncentraci enzymu v reakéni smési po smichani obou komponent (5,95-23,78 mg/ml).

Tentyz postup piepoctu byl pouzit u ostatnich komponent.
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Tab. 21 Vliv koncentrace enzymu invertazy na rychlost hydrolyzy sachardézy

Cenz (Mg/ml) K (s")
5,95 0,092
11,89 0,121
17,84 0,158
23,78 0,180

Obr. 58 potvrzuje piedpoklad linearni zavislosti rychlosti reakce na koncentraci enzymu.

Rovnice regresni ptimky ma tvar:

K =0,0625 + 0,0051cen, 130/

Se zvySujici se koncentraci enzymu se zvySuje nejen pocet molekul s energii postacujici

k reakei, ale také frekvence jejich srazek, coz vede k rostouci reak¢ni rychlosti.

Tentyz efekt byl pozorovan u reakce uredzy s mocovinou pii 25 °C v pufru Tris-HCI pi1 pH=7
a cgyp=/ mM. Dalsi podminky méfeni a pracovni postup jsou uvedeny v kap. 4.3.3.2.
Vysledky jsou uvedeny v tab. 22 a na obr. 59), rovnice regresni piimky zavislosti K — c¢p, ma
tvar:

K =0,0698 + 0,0192c.n, 131/

Tab. 22 Vliv koncentrace enzymu ureazy na rychlost hydrolyzy mocoviny

Cenz (Mg/ml) K (s
5,95 0,191
11,89 0,305
17,84 0,378
23,78 0,547

V obou uvedenych ptipadech se tedy rychlost enzymové reakce s rostouci koncentraci

enzymu pii zachovani konstantni koncentrace substratu zvysuje.
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Obr. 59 Vliv koncentrace enzymu ureazy na rychlost hydrolyzy mocoviny
Mohou ovSem nastat pifipady, kdy je tomu naopak. Jednim takovym ptipadem je reakce

trypsinu s Na-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem v prostfedi Tris-HCI+CaCl,
pufru o pH = 7 - viz obr. 60 a tab. 23.
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Obr. 60 Vliv koncentrace enzymu trypsinu na rychlost jeho reakce s BApNA
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Rovnice regresni pfimky zavislosti K — c¢n, ma tvar:

K =0,2671-0,0272cen,

Tab. 23 Vliv koncentrace enzymu trypsinu na rychlost jeho reakce s BApNA

132/

Cenz (Mg/ml) K (s")
1,49 0,233
2,98 0,178
4,46 0,143
5,95 0,110

P11 pouZiti proteolytického enzymu k rozpousténi substratu je totiz nutné pocitat s enzymovou

autolyzou. Piiautolytické degradaci (,,sebetraveni®) dochazi srostoucim casem ke ztraté

aktivity enzymu, ¢imz lze vysvétlit trend zachyceny na obr. 60. K autolyze maji ptfedpoklady

predevsim proteazy jako je napft. prave trypsin.

Autolyze lze zabranit zménou podminek nebo piipojenim enzymu na pevnou fazi. Takto

imobilizované enzymy jsou vyrazné odolné;jsi proti degradaci a mohou tak ptisobit delSi dobu

[78,79].

5.3.2 Teplota

Rostouci teplota zvySuje rychlost enzymove katalyzovanych reakci jen v pfesné vymezeném

rozsahu. Studované reakce invertazy se sachar6zou a ureazy s mocovinou byly studovany pti

teplotach 25 a 37 °C.

Reakce invertazy se sachar6zou byla zkoumana v prostiedi Michaelisova pufru pii1 pH=S5,6;

koncentraci substratu 0,1 M a koncentraci ptiddvan¢ho enzymu 10, 20, 30, 40 mg/ml (viz kap.

4.3.3.3). Vysledky experimentl jsou uvedeny v tab. 24 a na obr. 61.
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Obr. 61 Vliv teploty na prubéh katalytické hydrolyzy sacharézy enzymem invertazou

Byl potvrzen jednoznacny vliv rostouci teploty na zvySujici se rychlost enzymatické

hydrolyzy sacharozy.

Tab. 24 Vliv teploty na pribéh katalytické hydrolyzy sachar6zy enzymem invertazou

K (™)
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 ptimek prolozenych zavislostmi K = f(cepn, ) maji tvar:
pro 25 °C: K =0,074 + 0,0051cep, 133/
pro 37 °C: K =0,09 + 0,074ccn, 134/
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Na obr. 62 je zfeteln€ viditelnd zména sestupné ¢asti kiivky U = f (t) namétené pfi riiznych
teplotach, ktera vypovida o rychlosti reakce a jejimz modelovanim lze ziskat parametr

K ptfimo imérny rychlosti reakce.

100 |

—25°C
---37°C

U (uV)

- w— o -
— o ——— -

-400 -

0 200 400 600 800
t (s)

Obr. 62 Zavislosti U=f(t) pro reakci invertazy (5,95 mg/ml) se sacharozou pri teplotach 25 °C a
37 °C.

Zuzeni piku pro teplotu 37 °C je disledkem urychleni reakce a signalizuje zménu (pokles)

reakcni entalpie potvrzenou vysledky uvedenymi v tab. 19.
V tab. 25 a v grafu na obr. 63 jsou vyneseny vysledky méfeni pro reakci ureazy s mocovinou
v prosttedi Tris-HCI pufru pti pH=7, koncentraci substratu 7 mM a koncentraci enzymu 10,

20, 30, 40 mg/ml (postupy viz kap. 4.3.3.2).

Tab. 25 Vliv teploty na pribéh katalytické hydrolyzy mocoviny enzymem ureazou

K (™)
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 prubéh katalytické hydrolyzy mocoviny enzymem ureazou

Na rozdil od predchoziho systému invertdza — sachardéza maji zavislosti reakéni rychlosti
hydrolyzy mocCoviny na koncentraci ureazy pii riznych teplotach rozdilné pribehy v oblasti
niz§ich a vysSich koncentraci enzymu. Opacny je rovnéz trend zéavislosti reakéni rychlosti na
koncentraci pifi pouzitych teplotach. Jestlize u prvniho zuvedenych systémi se smérnice

zéavislosti K — cey; s teplotou zvySovala, u druhého klesa:

pro 25°C: K =0,0698 + 0,0192cn, 135/

pro 37 °C: K =0,2279 + 0,0063 Cen, 136/

Pfi koncentracich niz$ich nez 12 mg/ml je rychlost reakce pfi teploté 37 °C vys8i, nezli pii
25 °C, nad touto koncentra¢ni hranici je tomu naopak a se zvySujici se koncentraci uredzy se
rozdil zvySuje. Tento efekt lze vysvétlit tim, Zze pii vySSich teplotich dochazi ke Stépeni
slabych vodikovych vazeb a hydrofobnich interakci udrzujicich sekundérni a terciarni
strukturu enzymu a k postupné ztraté katalytické aktivity v disledku denaturace. V tomto
ptipadé je tento jev podpofen zvySenou koncentraci enzymu. Uredza a dalSi enzymy tedy
vykazuji optimalni reak¢ni teplotu, pro jeji stanoveni v ptipad¢ studovanych systému by vSak

bylo zapotiebi provést mnohem vice méfeni téchto teplotnich zavislosti. Rozdil v rychlosti
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reakce je mozné pozorovat na kiivkach U = f (t) pro teploty 25 a 37 °C, jak je patrné
z obr. 64. Zatimco vrchol piku pro teplotu 25 °C je tdhly a konec reakce by se dal oznacit az
kolem 800 sekundy, vrchol piku pro 37 °C je ostry a reakce se miize povazovat za ukoncenou
kolem 400 sekund. Pro lepsi znazornéni konce reakce byly plochy piku vymezeny te€kovanou
Carou. Z grafu na obr. 64 je zietelné, ze reakce bézi pro cen,=5,95 mg/ml pii vyssi teploté

rychleji.
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Obr. 64 Zavislosti U=f(t) pro reakci ureazy (5,95 mg/ml) s mocovinou pri teplotach 25 °C a
37 °C.

5.3.3 pH

Disledky zmény pH prostfedi na rychlost enzymatické reakce byly studovany na reakci
invertazy se sachar6zou v prostiedi Michaelisova pufru pfi pH= 4,6 a 5,6 pii 25 °C. Reakce
byla testovana pii koncentraci substratu 0,1 M a koncentraci pfidavaného enzymu v rozmezi
10-40 mg/ml (pracovni postupy viz kap. 4.3.3.3) Hodnoty konstant K uvedené v grafu na obr.
65 a v tab. 26 byly ziskany jako primér péti méteni.
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Tab. 26 Vliv pH na rychlost katalytické hydrolyzy sacharézy enzymem invertazou

K (s
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 zvyraznéni vlivu pH a rozliSeni hodnot pro pH=4,6 a 5,6 byly vynesené¢ body prolozeny

pfimkami. Rovnice regresnich ptimek zavislosti K = f (cen;) maji tvar:

pro pH=4,6 K =0,0629 + 0,005¢cn, 137/

pro pH=15,6 K=0,074 + 0,0051cen, 138/
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Obr. 65 Vliv pH na rychlost katalytické hydrolyzy sacharézy enzymem invertiazou

Na obr. 66 je ukazka kiivek U = f (t) pro riizné¢ pH, na kterych je vidét rozdil nejen ve vysce

pika, ale také ve tvaru zadni modelované ¢asti kitvek vypovidajici o rychlosti reakce.
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Obr. 66 Zavislosti U=f(t) pro reakci invertazy (11,89 mg/ml) se sacharozou pii pH 4,6 a 5,6

Jesté vétsi prikaznost vlivu pH na rychlost enzymatické reakce poskytuje vyhodnoceni
rychlostniho parametru K pro reakci uredzy s mocovinou. Reakce byla zkoumana v Tris-HCI
pufru pfi pH=7 a 8 pfi 25 °C. Koncentrace substratu ¢inila 7 mM, koncentracni rozmezi
enzymu v piidavaném roztoku bylo stejné jako ve vSech ptedchozich piipadech 10-40 mg/ml

(viz kap. 4.3.3.2). Vysledky jsou shrnuty v tab. 27 a zndzornény na obr. 67.

Tab. 27 Vliv pH na rychlost katalytické hydrolyzy mocoviny enzymem ureazou

K (™)
Cenz (Mmg/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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Cenz (Mg/ml)

Obr. 67 Vliv pH na rychlost katalytické hydrolyzy mocoviny enzymem ureazou

Ptimkové zavislosti K - c.,, maji tvar:
K=0,070 + 0,0192¢cn,

pro pH=7

pro pH=28 K =10,028 + 0,008ce,,

139/

140/

Rovnéz na obr. 68 je mozné vidét vyrazné rozdily pti porovnani zavislosti U = f (t) pro pH=7

a 8. Ze strméjSiho charakteru kiivky pro pH=7 lze usuzovat, Ze pti niz§im pH probiha reakce

rychleji, coZ potvrzuji zavislosti vynesené do grafu na obr. 67.

Z tab. 17, obr. 67 a 68 je prokazatelné, ze rizné pH prostredi ovliviiuje jak termodynamické

tak kinetické parametry zkoumanych enzymatickych reakei.
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Obr. 68 Zavislosti U=f(t) pro reakci ureazy (5,95 mg/ml) s mocovinou pii pH 7 a 8

5.3.4 Chemickeé vlastnosti prosttedi

Mezi dalsi studované faktory patii prostiedi, které tvorily pouzité¢ pufry. Tento faktor byl
studovan na reakcich ureazy s mocCovinou a trypsinu s Na-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid

hydrochloridem (viz kap. 4.3.3.1).

U prvniho z uvedenych reak¢nich systému byly zjistovany rozdily v hodnotach kinetického
parametru K pro reakci v Tris-HCI1 pufru a ve fosfaitovém pufru o pH = 7 pii 25 °C.
Koncentrace substratu ¢inila 7 mM a koncentrace enzymu v pfiddvaném roztoku lezela v

rozmezi od 10 do 40 mg/ml.

Z tab. 28 a grafii na obr. 69 a 70 jsou patrné rozdily potvrzujici vyznam studovaného efektu,
tj. vlivu prostiedi (pufru) na pribéh enzymatické reakce. Zavislost parametru K na
koncentraci enzymu je v piipadé pouZiti pufru Tris-HCl vyznamné strméj$i a hodnoty
K vyssi, nezli u pufru fosfatového, o ¢emz sv€d¢i 1 hodnoty smérnice regresnich ptimek

téchto zavislosti:
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Obr. 69 Vliv sloZeni pufru (pH = 7) na priubéh katalytické hydrolyzy mocoviny enzymem
ureazou

pro TRIS-HCI K =0,070 + 0,019¢cn 141/
pro fosfatovy pufr K =10,001 + 0,046¢cy, 142/

Tab. 28 Vliv sloZeni pufru (pH = 7) na pribéh Kkatalytické hydrolyzy mocoviny enzymem
ureazou

K (sh
Cenz (Mg/ml)
Tris-HCI pufr Fosfatovy 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 Zavislosti U=f(t) pro reakci ureazy (5,95 mg/ml) s moc¢ovinou ve dvou riznych pufrech

Pik na zévislosti U = f (t) odpovidajici pufru Tris-HCI na obr. 70 opét jasn€é naznacuje, ze

reakce v tomto pufru probiha rychleji.

S CH3COONH4+NH4OH
SRR Tris-HCI+CaCI2

K (s
o
>
[

o
©
©

Cenz (mg/ml)

Obr. 71 Vliv sloZeni pufru na pribéh enzymatické reakce trypsinu s BApNA
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Tab. 29 Vliv sloZeni pufru na pribéh enzymatické reakce trypsinu s BApNA

K (s
Cenz (Mg/ml)
Tris-HCI+CaCl, CH;COONH4+NH,OH
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 pouzitého pufru ovlivituje 1 kinetiku druhé studované reakce. Reakce trypsinu s BApNA
ovlivnéna autolyzou trypsinu (viz kap. 5.3.1) byla studovana v pufrech Tris-HCI+CaCl, a
CH3;COONH4+NH4OH o pH = 7,8 pti1 37 °C a vstupnich koncentracich trypsinu 10-40 mg/ml.
V pufru Tris-HCI+CaCl, probihd reakce rychleji, coz doklddd 1 méné zdpornd hodnota

smérnice piimky zavislosti K = f (cenz):

pro TRIS-HCI K=0,267-0,027Cen, 143/

pro CH3;COONH4+NH4OH K =10,229 - 0,022ccp, 144/

I vtomto ptipadé, pres rusivy vliv autolyzy trypsinu, byl potvrzen vliv slozeni pufru na

rychlost enzymatické reakce, jak je mozné pozorovat na obr. 71 a 72 a vycist z tab. 29.
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Obr. 72 Zavislosti U=f(t) pro reakci trypsinu s BApNA ve dvou riiznych pufrech

5.3.5 Koncentrace substratu

Vliv koncentrace substratu na reakcéni rychlost enzymatické reakce byl sledovan u reakci
invertazy se sachardzou a ureazy s mocovinou. V prvnim piipadé byla koncentrace enzymu
v Michaelisové pufru o pH = 4,6 10 mg/ml, teplota pti méteni ¢inila 25 °C (viz kap. 4.3.3.3).

Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 30 a na obr. 73.

Tab. 30 Vliv koncentrace sachardézy na rychlost jeji reakce s enzymem invertiazou

Csub (Mol/1) K (sh
0,04 0,092
0,06 0,130
0,08 0,147
0,12 0,164

Graf na obr. 73 potvrzuje pfedpoklad o zvySujici se pocatecni rychlosti reakce s rostouci

koncentraci substratu.
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Obr. 73 Vliv koncentrace sachardzy na rychlost jeji reakce s enzymem invertazou

Hodnota konstanty K se blizi limitnimu maximu odpovidajicimu nejvyssi dosazitelné
pocate¢ni rychlosti Vi, kdy se koncentrace substratu dostdva oproti koncentraci enzymu do
stechiometrického nadbytku. Hodnotu V.« nelze z uvedené zavislosti bezprostredné urcit,
jelikoz na ose potfadnic neni vynaSena rychlost, ale pouze parametr ptimo umérny rychlosti.
Odhadem Michaelisovy konstanty K,,, kterd je definovéana jako koncentrace substratu, pfi niz
je dosazeno poloviéni hodnoty maximalni pocatecni rychlosti (viz kap 3.3.2), by vSak bylo
mozné V. urCit. Extrapolaci zavislosti K = f (cgp) na obr. 73 do oblasti vysokych
koncentraci substratu lze odhadnout, ze hodnota V. ~ 0,172 mol-1 st a Ky ~ 0,038 mol-1™.
Porovnani hodnot s publikovanymi daty je uvedeno v tab. 31. Pii srovnavani téchto dat je
nutné brat v avahu urcité odchylky v podminkdch méfeni, resp. v chemickych vlastnostech

prostiedi, které jak bylo popsano v kapitole 5.3.4, rovnéz ovliviiuji rychlost reakce.

Tab. 31 Porovnani experimentalnich dat s publikovanymi hodnotami K,,

Zdroj Km (mol'I") Vi (mol1's™) Podminky
Experiment 0,038 0,172 0,1 M Michaelistiv pufr pH=4,6
Literatura [76] 0,046 - 0,05 M Michaelistv pufr pH=4,6
Literatura [80] 0,049 - 0,05 M Michaelistv pufr pH=4,5
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Stejny trend vykazuje zavislost K = f (cqp) na obr. 74 sestrojend z dat tab. 32 pro reakci
uredzy s mocovinou. Koncentrace enzymu byla u vSech experimenti 10 mg/ml, roztoky
enzymu 1 substratu byly pfipraveny ve fosfatovém pufru o pH=7, experimenty byly
provadény pii teploté 25 °C (kap. 4.3.3.2).

0,06

0,05

0,04 -

K (s 1)

0,03 4
12

0,02

I
3,5 4,0 4,5 5,0

0,01- I E | " I , I
10 15 20 25 30

Cgyp (mmol/l)

Obr. 74 Vliv koncentrace mocoviny na rychlost jeji reakce s enzymem ureazou

Tab. 32 Vliv koncentrace moc¢oviny na rychlost jeji reakce s enzymem ureazou

Coup (Mmol/1) K (sh
1,22 0,095
1,62 0,030
2,03 0,043
2,84 0,049

Z pribéhu zavislosti K = f (cqb) na obr. 74 byly odhadnuty hodnoty Ky, ~ 1,56 mmol-1" a

Vinax ~ 52,5 umol-1"+s™ a porovnany s publikovanymi daty, jak je uvedeno v tab. 33.
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Tab. 33 Porovnani experimentalnich dat s publikovanymi hodnotami K,, a V5,

Zdroj Km (mmol'l") Vi (nmol-I''s™) Podminky
Experiment 1,56 52,5 0,1 M fosfatovy pufr pH=7
Literatura [75] 7,40 43,2 0,1 M fostatovy pufr pH= 6,86

Z porovnani s publikovanymi daty vyplyva, ze IC-kalorimetr lze vyuzZit ke studiu
enzymatickych reakci a stanoveni pfiblizné hodnoty Michaelisovy konstanty a maximalni
rychlosti, pro spolehliveéj$i odhad je vSak nutné zméfit zavislost K = f (csup) Vv co nejSirSim

rozmezi koncentraci substratu.
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6 ZAVER

Prvnim z cili disertacni prace bylo nalézt vhodné podminky pro méteni chemickych reakci na
testovaném nekomerénim IC-kalorimetru tak, aby méfeni byla reprodukovatelna. Hlavni
méftici jednotkou pfistroje je ¢ip NCM-9924, jenZ je charakterizovan citlivosti, kterd byla
stanovena pomoci elektrické a chemické kalibrace. Z vysledkt plyne, Ze elektrické kalibrace
je nejen cCasoveé uspornéj$i, ale také poskytuje vysledky zatizené menSi chybou.
Prostfednictvim elektrické kalibrace byly zkoumany faktory ovliviiujici citlivost ¢ipu a tim 1
piesnost méteni. Jednim z prvnich zkoumanych faktort byla tlouStka membrany. Vyrobce
(Xensor Integration) nabizi Cipy sdvémi tloustkami membrany, neuvadi vSak, kterd
z hrani¢nich hodnot citlivosti pfislusi tenci ¢i siln€j$i membrané. Elektrickou kalibraci bylo
zjisténo, Ze citlivost &ipu je nepiimo umérna tloustce membrany. Cipy s ten¢i membranou

tedy budou vykazovat citlivosti ¢ipu na horni hranici uvadéného rozmezi a naopak.

Teplota vyznamné ovliviiuje citlivost ¢ipu, s rostouci teplotou citlivost klesa. Tento jev lze
pokladat za vyznamny pfi zménach teploty o nékolik stupiill, rozdily v fadech desetin stupiil

se na citlivosti Cipu neprojevi.

Objem kapaliny na ¢ipu je limitovan velikosti aktivni oblasti o rozmérech 4 x 4 mm uprostied
membrany. Nejenze je nutné piirealizaci experimentu dodrzZet tyto hranice aktivni oblasti, ale
rovnéz objem kapaliny na ni, nebot’ i ten vyznamné ovlivituje citlivost ¢ipu. S rostoucim

objemem piedloZené kapaliny citlivost Cipu klesa.

Dals§im diilezitym faktorem, zejména pro spravné vyhodnoceni vysledkli méteni, je stabilita
signalu. Bylo zjiSténo, ze na polohu zdkladni ¢ary maji vyznamny vliv teplota a charakter
latky nachézejici se na Cipu, zejména na zacatku meéteni. Proto je nutné ponechat zakladni
linii signalu pfed za¢atkem méfeni dokonale ustalit a tim eliminovat chyby. Tempera¢ni dobu

je nutné volit individualng, s ohledem na charakter pfedloZené latky.

Tzv. vyparovaci efekt zpisobeny odpafovanim kapaliny z reak¢ni smési na Cipu je nezbytné
potlacit pouzitim krouzku z filtracniho papiru, ktery po navlhCeni zajisti konstantni tlak par

v reakéni cele. Pii pouzZivani proménlivého mnoZstvi vlh¢ici kapaliny se mlize chyba méteni

Zvysit az tikrat.
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Dévkovaci efekt se na zdznamu vystupniho signalu projevuje samostatnym endotermnim
pikem pied vlastnim méfenym tepelnym efektem reakce. Je vyvolan ptidavkem druhé reakéni
komponenty z mikrostiikacky k reaktantu pfedloZzenému na ¢ipu. Velikost tohoto efektu je

zanedbatelnd, ptesto nebyl pii vyhodnocovani reak¢ni entalpie uvaZovan.

Ziskané poznatky a optimalizované postupy byly vyuzity v dal§i Casti prace pii studiu
vybranych enzymatickych reakci pomoci IC-kalorimetru. Tento typ reakci byl zvolen
s ohledem na jejich pomalejsi prubéh, coz umoziuje 1épe studovat rizné vlivy, které se pii
experimentu uplatiiuji. Vhodnost testovaného mikrokalorimetru ke studiu tohoto typu reakci
byla testovana na reakcich ureazy s mocovinou, invertazy se sachar6zou a trypsinu s No-
benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem. Studovanymi vlivy byly koncentrace
enzymu a substratu, pH prostfedi, chemické slozeni pufru a teplota. Vysledky experimenta
prokazaly, ze hodnoty entalpii vSech tfi studovanych reakci vyznamné zavisi na hodnotach

pH, chemické povaze pufru a na teploté.

Pomoci rychlostniho parametru K pfimo umérného pocatecni reakéni rychlosti a rezultujiciho
z experimentalnich dat byla ovéfovdna moznost vyuziti IC-kalorimetru ke studiu kinetiky
zminénych enzymatickych reakci. Bylo zjiSténo, Ze v ptipad€ reakci uredzy s mocovinou a
invertazy se sachar6zou rychlost reakce roste s rostouci koncentraci enzymu a se zvySujici se
teplotou. U reakce trypsinu s No-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem vSak
reakéni rychlost se zvySujici se koncentraci enzymu klesa, coz lze vysvétlit sklonem
proteolytickych enzymi k autolyze. V ptipad€ vlivu pH a sloZeni pufru lze konstatovat, Ze
jakakoliv zména téchto dvou parametrti vyznamné ovlivni rychlost reakce, coz bylo potvrzeno
u vSech tfi studovanych reakci. Rychlost enzymatickych reakci se zvySuje 1 srostouci
koncentraci substratu, ovSem pouze do okamziku dosazeni maximalni rychlosti Vyax. Ze
zéavislosti rychlostniho parametru K na koncentraci substratu byly odhadnuty hodnoty
maximalni pocatecni rychlosti a Michaelisovy konstanty. Urcité odchylky od publikovanych
dat lze pricist pon€kud rozdilnym experimentdlnim podminkam a malému poctu

experimentalnich dat.
Dal§im moznym namétem pro vyuziti [C-kalorimetru k popisu kinetiky enzymatickych

reakci by mohlo byt stanoveni enzymové aktivity, jejiz pokles se projevuje zménou vysky

piku vystupniho signalu.
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Zavérem lze konstatovat, ze IC-kalorimetr je zafizeni vhodné ke studiu jak
termodynamickych tak kinetickych vlastnosti enzymatickych, ptipadné dalSich chemickych

reakci probihajicich srovnatelnou, event. nizsi rychlosti.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A
ZKRATEK

SYMBOLY:

A - plocha piku

Ag - prumérna plocha piku

@ - oznaCeni membrany pokryté hlinikovou vrstvou
C - tepelna kapacita

Ck - tepelna kapacita kalorimetru

Cenz - koncentrace enzymu

Cpro - koncentrace produktu

Csub - koncentrace substratu

E - entalpie

E, - aktivacni energie

€ - ochlazovaci konstanta

AG® - standardni volna energie

AGy - volna energie vazeb

AGyekat - volna energie nekatalyzované reakce
AGyat - volna energie katalyzované reakce
AG; - celkova volna energie reakce

Y - stechiometrie reakce

H - entalpie

I - proud

k - rychlostni konstanta

K - rychlostni parametr

Kg - vazebna konstanta

Km - Michaelisova konstanta

K, - rovnovazna konstanta

P - produkt

® - oznaceni membrany pokryté polykiemikovou vrstvou
Q - teplo
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Q1o - teplotni koeficient

R - odpor

S - entropie

S1,S, - substrat 1, substrat 2
t - Cas

T - teplota

AT - rozdil teplot

T. - teplota kalorimetru
T, - teplota okoli

tmem - tloustka membrany
tiemp - doba temperace

T - Casova konstanta
U - napéti

AU - rozdil napéti

\% - pocatecni rychlost
V max - maximalni rychlost
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ZKRATKY:

ATP - adenosintrifosfat

BApNA - Na-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochlorid

CoE - koenzym

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EC - ,,Enzyme Commission® (systém Ciselné klasifikace enzymii)

EINECS - ,,Buropean Inventory of Existing Commercial chemical Substances* (evropsky

seznam existujicich obchodovatelnych chemickych latek

ES - komplex enzym-substrat

FADH, - flavinadenindinukleotid

IC - ,Jintegrated circuit* (integrovany obvod)

IDE - ,interdigitated electrode* (vnitini ,,prstovita“ elektroda)

IPHT - ,Institute fiir Photonische Technologien* (Institut pro fotonické technologie)

ITC - izotermni titra¢ni kalorimetr

KF-16 - oznaceni nosice ¢ipl

LCC-20 - oznaceni nosice ¢ipl

LCM - oznaceni ¢ipl pro kapalinové mikrokalorimetry

MEMS - mikroelektro-mechanické systémy

MFK - oznaceni typu pritokového mikrokalorimetru

MST - mikrosystémové technologie

NADH - redukovand forma nikotinamid adenin dinukleotidu

NADPH - redukovand forma nikotinamid adenin dinukleotid fosfatu

NCM - oznaceni ¢ipti pro kapalinové mikrokalorimetry s vys$si mechanickou
odolnosti

PGA-68 - oznaceni keramického nosice s 68 piny

PTB-TK - oznaceni ¢ipl pro kapalinové mikrokalorimetry pro vyssi teplotni rozmezi

TCG - oznaceni ¢ipl pro méteni tepelné vodivosti

TO-5 - oznaceni nosice ¢ipl
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