Barevnost molekul a jeji
analyticke vyuziti

Ondrej Wiewiorka



Barvy

* Barva je vjem, ktery vznika v
mozku po dopadu sveéetla na
svetloCivny organ
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Normalized cone response (linear energy)
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Barevnost molekul

* Bilé svetlo je slozené ze vSech casti viditelného svetla
-> absorbci casti tohoto spektra dojde k vjemu tzv. doplnkové barvy
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High-energy wave

Low-energy wave

Barvy — parametry svetla

 Amplituda zareni

* VInova délka
* Polychromatické / monochromatické svétlo

* Depolarizované / polarizované svétlo
Light Passing Through Crossed Polarizers
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Barevnost molekul

* Absorbce svétla je dosazena
interakci elektromagnetického OH
zareni s elektronovymi obaly

* Dle pravidel kvantové fyziky
ovsem dochazi k absorbci
pouze konkrétnich vinovych /O/
délek = prechod elektronu s
mezi energetickymi hladinami v kyselém prostredi

bezbarvy
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* Jakeé vinové délky jsou
absorbovany odpovida
strukture molekuly
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Fenolftalein
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v alkalickém prostredi
¢ervenofialovy



Barevnost molekul

* Absorpce se posunuje k delsim vinam Cervené oblasti tim vice, ¢im
mensi energie je treba k excitaci elektront do "vzbuzeného stavu,,

* Slozity elektronovy systém, interagujici se svetlem zahrnuiji
 Slozité organické molekuly casto s aromatickymi systémy (Casto N-derivaty)
* Prvky s valencnimi elektrony v d- a f- orbitalech
e Atomy s vysokym oxidacnim Cislem



Vyuziti v analytické cher re* _sor
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* Zmeéna barvy molekul pri chemicky G Oxidation
reakcich napf.: B NH, HH NH,

e Oxidaci/redukci
e Zméneé pH

+ + _
NAD +H +2e- —2> NADH

* Pritomnosti konkrétniho iontu
o Ztrata/zisk funkéni skupiny

-> jednoduse jde o zménu, ktera
upravi strukturu/tvar elektronového
systému molekuly




Kvantifikace
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* titrace s barevnymi indikatory
(iodometricka, manganistan...) Fenolftalein

* pridavek iodu ke skrobu —
modré zabarveni

* Vizualizace pruht
elektroforézy proteint (Ag,
Coomasie brilliant blue,
amidocern),
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Coomassie brilliant blue



Kvantifikace

* Lidské oko neni dost citlivé na jemné zmény barev — pro kvantifikaci je
vhodnéjsi vyuzit pristroje — absorpcni spektrofotometr

Scheme of an Absorption Spectrophotometer
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Kvantifikace

* Transmitance

$ = o - 10751 (9o > @)

* Lambert-Beeruv zakon

A= —logi = —logT = e\l
b0



Vyuziti v praxi

* Chemicka cinidla

 Celkova bilkovina v séru/plazmé
biuretovym cinidlem (540-550 nm)

* Protein + Cu?*-> Cu-protein komplex
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* Reakcni smés obsahuje i tartarat sodno- A

draselny, ktery zajistuje komplex s R_HC CH—R
mednatymi ionty a zabranuje vysrazeni
Cu(OH), / \

* Ddle je ve smési pfitomny KI, ktery N N
funguje jako antioxidant | ‘

/
N\

R R
Vazba Cu v peptidové vazbeé v alkalickém pH



Vyuziti v pra:

* Chemicka cinidla

Bromo-Cresol Green Method

* BCG reagent at pH 4.3 is negatively charged
* pl of Albumin is 4.7
Br Br ¥*I~I
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Bromocresol green binds quantitatively with albumin to from an intense blue-
green complex with an absorbance max at 670 nm.
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Vyuziti v praxi

* Chemicka cinidla

e Stanoveni fosfatu pomoci molybdenanu amonného v
pritomnosti kyseliny sirové

* PO, + (NH,);Mo,0,,-> (NH,);[PO,(M00,),,] detekce pti 340
nm.

Mozna je i nasledna redukce komplexu za vzniku
fosfomolybdenové modri (650 nm)



Vyuziti v praxi

* Chemicka cCinidla
e Stanoveni Ca
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Arzenazo Il (pri pH 6) dava
s vapnikem modrou barvu
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O-kresolftaleinkomplexon (pfi pH12)
dava s vapnikem purpurovou barvu




Vyuziti v praxi

* Chemicka cCinidla
e Stanoveni Mg
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Arzenazo 1] (alkallcke pH)
dava s Mg fialovou barvu

Calmagit dava s Mg
purpurovou barvu
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Xylidylova modr
(Magon) dava s Mg
purpurovou barvu



Vyuziti v praxi

* Chemicka cCinidla
* stanoveni Fe

Ferrozin s Fe
poskytuje fialovou
barvu

Fenantrolin

Dava s Fe rGzovou
aZz ¢ervenou barvu



Vyuziti v praxi
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+ + _
NAD +H +2e- —2> NADH

Werdeagth (om)

Uvedeny kofaktor vyuziva fada enzymu ze skupiny dehydrogenaz
- LDH, GDH, GMD, MD....
pyruvat + NADH + H* -> [aktat + NAD*

na pyruvat jsou navazany reakce substratu napf.: trigly, Hcy, Lac...
enzymu napr.: ALT, AST, CK....
Funguje i u reakci NAD(P)H->NAD(P)*



Vyuziti v praxi

Trinderova (peroxidazova) reakce

O
QN/CZH!E HENI( H,O,/peroxidase H3C\N CH,
MG O
- , O o
H;C SO;Na HsC & N=C =N
TOPS 4-aminoantipyrine HsC SOsNa

oxidized condensation product
amax: 550 nm, €: 3.74x10%

Pouziva se ve spojeni s enzymy ze tridy oxidoreduktaz za vzniku H,0O,
(signalni molekula)

- GOD, urikaza, LOD, CHOD, GPO....
Jako konjugacni produkt se-aminoantipyrinem je mozné pouziti jiné

derivaty fenolu/anilinu za vzniku chromogen s jinym absorpénim
maximem



Shrnuti

* Pouziti chemickych Cinidel

* prvky s valenc¢nimi elektrony v d- a f- orbitalu (Cu — celkova bilkovina, Ag —
barveni proteinu, MnO4-titrace)

e organicka komplexotvorna cCinidla (Ca, Mg, Fe....) — poskytuji konkrétni barvu s
konkrétnim prvkem, ¢inidla tvofi slozitou smés oxidantl/antioxidantd,
stabilizatoru

e Calmagit, magon, benzethoniumchlorid

* Konjugace s enzymy - specifické a univerzalni pro organické molekuly
utilizované organismem — metabolické drahy

* Warburguv opticky test, Trinderova peroxidazova reakce



Vyuziti v praxi
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Dekuji za pozornost



