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Elektroneutralita a iontova sila

Elektrostatické interakce iontt — vliv na stabilitu a prostorové

usporadani biologicky vyznamnych struktur - Q.Q;
Elektricka vodivost roztokd g2

Zmeény koligativnich vlastnosti (jejich velikost zavisi na poétu &astic

v roztoku) — snizeni bodu tuhnuti, zvySeni bodu varu nebo
osmotického tlaku v dusledku snizeni chemického potencialu

0,
Silné elektrolyty — Uplna disociace na ionty; silné kyseliny a
silné zasady

' Slabé elektrolyty — castecna disociace

Analyticka koncentrace elektrolytu = soucet koncentraci
vsech jeho forem pritomnych v roztoku

ro dvojsytnou slabou kyselinu (H,A) plati: ¢ = [H,A]+[HA]+[A,]



Elektroneutralita a iontova sila

~ = Podminka elektroneutrality - zakladni vztah pro roztoky
elektrolytu - kladné a zaporné naboje se navzdajem kompenzuji

Zci Z; =0 ¢; molarni koncentrace iontl i s nabojem z,
I
* lontova sila — , koncentrace” naboje v roztoku, dana vztahem

1 >
| =—>cC 2z, Ml N
2 i ¢; molarni koncentrace iontu i s nabojem z;

Pr.: Jaka je iontova sila roztoku Al,(SO,); o ¢ = 0,2 mol-dm=?

| =% (2:0,2-32+3-0,2:22%) = 3 mol-dm3




Aktivita elektrolytu

e Odchylka od idealniho chovani je zplisobena elektrostatickymi interakcemi
mezi ionty roztoku, proto pro presnéjsi vypocty |épe uvazovat
aktivitu iontd :

a = }/ - C. ¢; je koncentrace iontdl i; y; je aktivitni koeficient
: : : (nejéasté&ji molarni nebo molalni)

\J I11IMusi platit podminka elektroneutrality!!!!

V+ V-
* Stfedni aktivitni koeficient /= \/\/7/+ V_

Geometricky primér aktivitniho koeficientu aniontu
a kationtu



Aktivitni koeficient

Z klasické termodynamiky:
Pro realny roztok kationtu M* a aniontu X pfi téze molalité plati:

Gm = U+l = “+ideal+ u_’de”’+RTlny++RTlny_= Gmidea/+RT/ny+ V.

l Stredni aktivitni koeficient

V. = (v, v)Y?

Obecné pro slouceniny M X, plati:

G,, = pu,+qu_= G, "+pRTIny, + qRTIny.

l Definice stredniho aktivitniho koeficientu

Vs = (P, y9)/s s = p+q




Debye-Hilickelova teorie iontovych
roztok(

1923 — Peter Debye a Erich Hiickel

lontova atmosféra |~ 5 %
el

Podkladem D. — H. teorie je tendence aniontd
shromazdovat se kolem kationt(i a naopak (jeden
takovy lokalni shluk je znazornén kruhem). lonty

jsou v neustalém pohybu.

Pro velmi nizké koncentrace:

logy,=—z,z_A

| 1/2 Debye - Hiickeltv limitni zakon

kde A = 0,509 pro vodné roztoky pri 25 °C a I je bezrozmérna iontova sila roztoku




Debye-Hlickelova teorie iontovych
roztoku

| :;Z Ziz(bi / be) definice iontové sily

Pro velmi vysoké koncentrace lze aktivitni koeficient odhadnout z rozSireného Debye —
Hiickelova zakona:

A‘Z_i_z_‘l 1/ 2 v Irv 4 oo o ’
log . =— +ClI Rozsifeny Debye-Hiickeltiv zakon
T 1+ BIt/?

Kde B a C jsou bezrozmérné konstanty a lze je povazovat za nastavitelny empiricky
parametr
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ater dissolves many crystalline salts

y hydrating their component ions. The
aCl crystal lattice is disrupted

s water molecules cluster about the Cl
nd Na ions. The ionic

harges are partially neutralized, and the
lectrostatic attractions necessary

for lattice formation are weakened

slouceniny

H,0

o

Solvatace v roztocich elektrolytu

A Rozpousténi iontovych sloucenin - pochod, pri kterém jsou pozitivné a negativné
{ ~ nabité ionty, vyskytujici se v mfizce od sebe vzajemné oddalovany v dusledku silného
 elektrostatického pfitahovani s dipdly vody — vznik hydratovanych iontt

) f Q:Q,
(+ F it
e'l or?

Sila iontovych interakci

)2

Hydratace i jako chemicka reakce mezi iontem a vodou vedouci ke vzniku koordinacni

Pri hydrataci iontl jsou v hydratacni sféfe predpokladany tri oblasti:

1) Vnitini vrstva — molekuly vody jsou vzdjemné pevné orientovany na povrchu iontu
(jejich struktura je usporadanéjsi nez v samotné vodé)

2) Dalsi vrstva — ion rusi vodikové vazby mezi molekulami vody — poruseni struktury

3) Vné;jsi vrstva — struktura ,vazané“ vody prechazi na strukturu ,volné” vody



Solvatace v roztocich elektrolytu

ff"‘?ﬂ‘? v'Rozdilna pdsobnost iontd v hydrataénich vrstvach

v lonty Li*, Na*, H,O*, Ca?*, Mg?*, OH-, F - uplatiuji se v prvni vrstve a
pUsobi ve smyslu zpevnéni struktury vody

lonty K*, NH,*, Cs*, Br’, I, 105" - uplatnuji se pfedevsim ve druhé vrstvé a
pUsobi ve smyslu rugeni struktury vody

(B)Rozpousténi nenabitych polarnich molekul (anorganické i organické slouéeniny)
tvorba vodikovych mustk( s polarnimi funkénimi skupinami (hydroxylové skupiny
cukrt a alkohold, karboxylové skupiny aldehydt a ketond...)

Between the Between the
carbonyl group hydroxyl group
of a ketone of an aleohol
and water and water

@ Slouceniny obsahujici pouze nepolarni hydrofobni skupiny se ve vodé
nerozpoustéji
Amfipatické latky — obsahuji v molekule polarni (hydrofilni) i nepolarni
(hydrofobni) skupiny. Pr.: mastné kyseliny a polarni lipidy §\\\\\\W '
v Tvorba micel

oy
(" ——
/

voda
4 o
1IN
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Voda jako rozpoustédlo

(D Amfipatické latky — bilkoviny a nukleové kyseliny

v’ Bilkoviny: duleZita role (poldrnich) nabitych skupin —COO-,
NH,* imidazolium pfi vazbé vody na bilkovinu  ===""

groups in
polypeptides

H R

b
B
BN
RO
v Nukleové kyseliny: fosfatové skupiny jsou primarnim
mistem hydratace e

10



Hydratace bilkovin

Na povrchu molekuly bilkovin v bezprostfednim kontaktu s rozpoustédlem
jsou a) nabité funkéni skupiny; b) nenabité struktury—> rlizné ¢asti povrchu
biopolymeru jsou solvatovany/ hydratovdny odliSnym zplsobem

Hydratacni obal bilkovin — existuje vzdy; cast této vody vazana mimoradne
pevné — nelze ji odstranit bez nevratné destrukce nativni struktury bilkoviny;
dalsi podil vody vazan méneé pevné; vsechna vazana voda ma vsak
charakteristiky, kterymi se lisi od Cistého rozpoustédla — dvojrozmérna sit
molekul vody propojenych vodikovymi vazbami, ktera obepina molekulu
bilkoviny a zac¢lenuje do sebe i klastry vody v nékterych oblastech. Vodikové
vazby v siti jsou pevneéjsi a maji delsi dobu Zivota nez tyto vazby ve
vzdalenéjsim okoli

Hydratacni obal je klicovy pro biologickou funkci bilkovin (konformacni
flexibilita)

Voda v krystalech bilkovin — 30 az 50% hmotnosti krystalu; nezbytna pro
udrzeni struktury; chova se jako kapalna - difuze malych molekul do dutin
krystalU bilkovin 11



Vsolovani a vysolovani bilkovin

* Rozpustnost bilkovin ve vodeé lze ovlivnit prfidavkem rozpustné soli

e Zavislost rozpustnosti bilkovin na koncentraci pridavné soli prochazi
maximem

e Vsolovani— prvni vzestupna vétey, kdy se bilkovina vice rozpousti
* Vysolovani - kdyz kfivka dosahne maxima, zacina s dalSimi pridavky
soli rozpustnost bilkoviny klesat a pri vysoké koncentraci soli -

bilkovina z roztoku vypadne; pouziva se pro frakcionaci lidského séra,
isolaci bilkovin

| vsolovani vysolovani

roz pulstnolst

12




Vsolovani a vysolovani bilkovin

Na zacatku bilkovina v Cisté vodé — navazani iontl pridavané soli -
zmeéna naboje molekuly bilkoviny a zména hydratacniho obalu -
hydrofilisace molekuly bilkoviny = roste rozpustnost az do té doby,
nez je v roztoku tak velké mnozstvi volné soli, ze zaCina kompetice
mezi jejimi ionty a bilkovinou o molekuly vody pro hydratacni obal -
castecna ztrata hydrataéniho obalu ve prospéch anorganickych iontd,
zesileni interakci bilkovina — bilkovina - precipitace (vysoleni
bilkoviny)

Vsolovani Vysolovani

,0
H2
H,O
H20
H,O0 H)0

13



Vsolovani a vysolovani bilkovin

Vsolovani — naboj bilkoviny z* kompensovan anionty X-; v roztoku se
ustavuje rovnovaha PX,<>P* + zX;

. 7 /7 Vv 7 Z
termodynamicka rovnovazna konstanta: K _ 8y +(a, )

r

Soucin rozpustnosti: S, = a,,+(a, )f Ao,

Vysolovani — |ze pouZit semiempiricky vztah: log c, = logc,’ — K./

Franz Hofmeister (konec 19.stol.) — sestaveni rfady aniont( a kationt(
dle jejich vysolovaciho ucinku:

Anionty se stejnym kationtem: SO, > F > 10,"> NO, > Br > NO; > I'>
CNS

Kationty se stejnym aniontem: Li* > Na* > K*> NH,*> Rb*> Cs*
Vysolovaci ucinek soli zavisi vice na aniontu nez kationtu

Pro vysolovani bilkovin: Na,SO, > (NH,),SO, > NaCl > CaCl,
Nejbéznéjsi vysolovaci Cinidlo pro srazeni bilkovin - siran amonny

14



Kyselost roztoku

Druha pol. 19. stol. =>kyselost roztok( zplsobena hydroxoniovymi ionty
H,0%; jejich koncentrace souvisi s autoprotolyzou vody dle rovnice:

2H,0 <> OH ™ + H;0"

T , dH40 *doH
Rovnovazna konstanta autoprotolyzy: KHZO a i

2
d H»0
lontovy soucin vody K, : K, =[H;0*][OH]= 1,008-10-1* mol?-dm™®

V neutralnim roztoku: [H,0%] = [OH] = 1,004:10"" mol -dm-3

M |=loH|= Ko ~ 1107

pH (Serensenlv vodikovy exponent): -log [H*]

15



Mereni pH

. *Pro vysvétleni podstaty techniky méreni pH je vhodné vychazet z klasického
zpUsobu méreni, kdy se pouziva ¢lanek slozeny z vodikové jako indikacni a
kalomelové jako referencni elektrody

*Pt|H,(g)|roztok X|KCl(nas) |Hg,Cl,(s) | Hg(l)| Pt

*Reakce: ¥ H,(g)+ /2 Hg,Cl,(s)¢>Hg(l)+H*(aq, X)+Cl(aq)

- *Elektrodove potencialy:

a
E, =E( H?’()Jr IH,)= RT In H30™ Vodikova elektroda
F pH,

o RT ,
E, =E(Hg,Cl, / Hg)=E, _F|n aCI Kalomelova elektroda

kde pH, je parcialni tlak plynného vodiku ve vodikové elektrodé, pro niz je
E,°=0V dle definice




Mereni pH

*Elektromotoricke napeti E, = E 4 - B4

l

Nutno zvysit o kapalinovy potencial @, , na rozhrani roztok X a
nasyceny KCI; ustavuje se na kazdém rozhrani, kde se stykaji dva
roztoky l

T o RT 1
Ex=d.x +E« —F{In(aHsoJr )X +1In a,- —Eln sz}

_ o RT 11
Es=¢ s +E F{In(aHa}o+ )S +1n a - EIn sz}
l Odecteme rovnice

RT
Ex —Es=dLx —dLs _F{In(aHsoJr)x —|”(aH30+ )s}

Prirozené logaritmy pfevedeme na dekadické a po
dalSich upravach

E _E ) v 4 v v v é
H( X )=pH(S +( X S Zaklad méreni pH
PR(X)=PH(S) 2, 303RT

17




H _(Ex —Es)
pHR = pH(Sl)+ 2 303RT

Standardni roztok, ma jednoznacné prirazenou jistou hodnotu pH; nejcastéji pufry

Prakticka skala pH

P pH

" Rostouci kyselost Neutralni (voda) Rostouci zasaditost”

e 11 12 13 14

oL <

Idedlni pH pro zdravou pokozku je mirné kysela, vrozmezipH 4.0 - 5.5

18




Sklenena elektroda

lontové selektivni elektroda s membranou ze specialniho druhu skla

Vnitrnim elektrolyt: octanovy nebo fosforeCnanovy pufr s pridavkem
chloridu

Referentni elektroda: argentchloridova nebo kalomelova elektroda
ponorena do vnitfniho roztoku elektrolytu

Zakladni fce sklenéné elektrody: vyménna reakce iontd mezi sklem a
roztokem, jehozZ pH je mérené (na zakladé této reakce se na povrchu
elektrody ustavuje Donnanlv potencial — potencialovy rozdil mezi povrchem
membrany a okolnim roztokem).

" 11 -

s = + D“‘x i +
—DFSI—D Na + Hi0 (ag) = -'-—D;;SI—GH + Na (ag) +H,0
4 il

Membranovy potencial: rozdil Donnanovych potenciall na vnéjsi a
vnitrni strané sklenéné membrany

19
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Sklenena elektroda

otvor k pinéni elektrolytu srovnéavaci elekirody
(KCl)

srovnavaci argenichloridova elektroda
vnitini argentchloridova elektroda

vnitfni roztok srovnavaci argentchloridové
elektrody

frita srovnavaci elektrody

vnitfni roztok sklenéné elektrody (HCI)
sklenéna membrana

« Alkalicka (pozitivni) chyba sklenéné elektrody - pH > 10, zpUlsobena
rusivym ucinkem sodnych iont(

*Kysela (negativni) chyba sklenéné elektrody — pH = 1 a nizsi, nasyceni
protony v povrchu sklenéné membrany—> elektroda prestane byt k

dalSimu snizovani pH citliva

*Nernstovska odezva elektrody je rovna 59,12 mV (t = 25 °C)

Nicolsky-Eisenmanova rovnice

RT 7

E=K +Fln[ai +Z(kijaj2' 2 )}
I J

K ... standardni potencidl ISE [V]

Zi ... ndbojové Cislo sledovaného iontu i

ai ... aktivita sledovaného iontu i v méreném roztoku

R ... molarni plynova konstanta (8,314 J-K-1-:mol-1)

T ... termodynamicka teplota [K]

F ... Faradayova konstanta (96 485,33 C:-mol-1)

Zj ... ndbojové Cislo interferujiciho iontu j

aj ... aktivita interferujiciho iontu j

kij ... konstanta selektivity (vyjadfuje velikost vlivu

interferujiciho iontu na potencial elektrody) 20



Mereni pH - pristroje

Potencialovy rozdil je odvadén vnitini elektrodou (Ag/AgCl) a méri
se proti referencni argentchloridové nebo kalomelové elektrodé

Potenciometr s vysokym vstupnim odporem a digitalni indikaci;
skala v jednotkach mV nebo pH

pH metry se sklenénou elektrodou — standardizace na dva zakladni
roztoky pufrtopH4 a7

pH metr CyberScan 5500

21



Zavislost pH na teplote

¢ Elektrolyty typu 1-1; jejich molalita je vyssi nez 10°
mol-kg*

** Silné kyseliny a zasady — zavislost pay, (zde zdporny logaritmus
aktivity H;0* iont(l) na teploté se omezuje na teplotni zavislost
aktivitniho koeficientu y

= pa, silnych kyselin s teplotou mirné roste

(§paHj __((Slogy velmi mala hodnota
5]_ p,m i 5]- p,m

" pa, silnych zasad s teplotou vyrazné klesa

\

Pri 25 °C je rovno -0,033

22




Zavislost pH na teplote

* Pufry

Rozhoduijici vliv na pribéh pH pufru s teplotou ma teplotni
zavislost disociacni konstanty slabého elektrolytu = zavislosti
pa, na teploté maji stejny tvar jako zavislost pK na teploté

S rostouci teplotou pH kyselych pufri roste, zasaditych klesa

4,85

a8 |

475 |

pH

4.7

485 |

46
1] 20 40 60 &0 100
teplota [7C)

Teplotni zavislost pH acetatového pufru tvoreného 0,05 M kyselinou octovou a
0,05 M octanem sodnym (25 C, pH 4,65) 23




Obecna teorie kyselin a zasad

Arrheniova teorie (1889)
= Kyselina — sloucenina odstépujici kation H*
= Zasada — sloucenina odstépujici anion OH-

Brgnstedova teorie (1923) — Obecna teorie kyselin a zasad-

kyselé nebo zasadité vlastnosti slouceniny se projevuiji po jeji reakci s
rozpoustédlem

= Kyselina — [atka schopna odstépovat proton
= Zasada — latka vazajici proton
V roztoku musi byt pritomni soucasné oba partneri - konjugované pary

Lewisova teorie — velky vyznam pro vyklad mechanismu organickych
reakci

= Kyselina — akceptor elektronového paru
= Zasada - donor elektronového paru

24



Disociace slabych kyselin a zasad

e Slaba jednosytna kyselina HA: HA <>H* + A

+ I A— 2 . |

= Disociacni konstanta: KAle lA J: Cax cjecelkovd
[HA] 1—a koncentrace kyseliny;
o je stupen disociace

A

= Stupen disociace: a:[HA]+ A‘]

\

1
pH =_(PK~logc)

e Slaba zasada BOH: BOH <>B* + OH-
pH :14—;( pKg—logc)

25




Pufry
Smés slabé kyseliny nebo zasady a jeji soli vytvari systém schopny
udrzovat neménné pH, kdyz se k nim pridava kyselina nebo zdsada
Pr. Acetatovy pufr — smés kyseliny octové (HAc) a octanu sodného (NaAc)
Pridavek silné kyseliny: Ac” + H;0* HHA(}& H, O
Pridavek silné zasady: HAc + OH <> Ac +\H20

5——

ﬂ pH se neméni

pH pufru

Henderson — Hasselbachova rovnice pH = pK, + log%
]
[1-a]

i pomoci stupné konverze: pH = pK, + log

Pufracni kapacita — mnozstvisilné kyseliny nebo silné zasady potrebné pfidat k
pufru, aby se jeho pH ménilo o jednotku

26



! Pufry

- Pufr ma maximalni pufracni kapacitu, kdy? je jeho pH rovno pK, pouZité slabé
kyseliny

0,1

108

0,06

-3,

6,10 (mol.dm™
H-9

0,04

e —

0 2 4 6 8 10 12 14 o2 T4
pH 2

B

A - vztah pH a sloZeni roztoku pro kysely a basicky pufr, které vychazeji ze slabych
elektrolytl s hodnotami pK, = 4 (kfivka 1) a pKg = 4 (kfivka 2). Koncentrace obou pufru je
0.1 M. Na svislé ose je vynesena koncentrace c silné zasady pridané k slabé kyseliné, resp.
silné kyseliny pridané k slabé basi. Maximum pufracni kapacity je pro oba pufry oznaceno

carkované; pro kysely je to pH odpovidajici Ciselné pK,; pro basicky odpovidajici hodnoté
(14-pKy).

B — zavislost pufracni kapacity na pH pro kysely pufr znazornény na panelu A krivkou 1
27



Amfolyty

Slouceniny schopné vystupovat jako kyseliny nebo jako zasady
Dle klasické Arrheniovy teorie:

HXOH <>H" + XOH"
HXOH <>HX* + OH"

Reakce amfolytu s vodou: HXOH + H,0¢>H;0* + XOH"
HXOH +H,04¢=> H,XOH* + OH-

Tyto uvahy plati pro neutralni molekuly; v biologickych soustavach jsou
typické amfolyty aminokyseliny

Vnitrni ionizace aminokyselin: NH,RCOOH <>NH;*RCOO"

28



Amfolyty
Protolytické rovnovahy aminokyselin:
NH;*RCOO" + H,0O <> H,0* + NH,RCOO", [K,]
NH;*RCOO" + H,O ¢> NH;*RCOOH + OH- (K]

K, — schopnost aminoskupiny NH,;* odstepovat proton; mira
kyselosti této skupiny

K, — mira bazicity karboxylatového aniontu

Pro vyjadreni bazicity aminoskupiny a kyselosti karboxylu
plati rovhovahy: NH,RCOO" + H,0 <> NH,*RCOOH + OH"
[Ks]

NH;*RCOO" + H,0 <> H,0* + NH,*RCOO  [K,]
Hodnoty bazickych konstant |ze ziskat pomoci iontového
soucinu vody ze vztahu: K, = K;K; = K,K,; tedy pK; = 14 — pK
apkK, =14 - pk,

29



Amfolyty

Isoelektricky bod — charakteristicky parametr, vyznamny hlavné u
aminokyselin (AMK) a bilkovin; je to takové pH pfi némz dana sloucenina
neputuje v elektrickém poli; u AMK splnéna podminka:

C =C
NH;"RCOOH  ~NH,RCOO~

S vyuZitim K; a K, (viz. slide 30) ziskame:

CNHZRCOO‘ 7/NH2RCOO‘

K,K,=a*H,0"

CNH3+RCOOH 7/NH3+RCOOH

Hodnotu isoelektrického pH Ize vypodist:
1
— P ] 2 | s
pI==log(ay, L. 1" =c{PK, + PK, )

30




Aminokyseliny jako pufry

e Titracni krivka

i = 0.6
a9 | £ = 0.5
. . Disociace’,
2 h p = imidazolové a a- 0.4 .%
- f M » aminové skupi : é
= : g
= Disociace feutralni 0,3 "_ﬁ
a-karboxyl!_wé

4 skupiny ;}I 2

2 0,1

A WL . 0

h 1 > 3

| Pdond 31 ES] F R

TitraCni kfivka histidindihydrochloridu (-) a jeho pufracni kapacita (-----)

31



pH télnich tekutin

Nekontrolované hromadéni metabolickych produktt
organismu — pokles pH extracelularni tekutiny - naruseni
az znemoznéni zivotnich déju

,Fyziologické pH” (pH 7,4) — pH krevni plazmy

Pufrovaci (naraznikové) systémy — umoznuiji Celit vychylkam
pH mimo referencni interval (7,36 — 7,44)

Acidémie — pokles pod dolni mez

Alkalémie — vzestup nad horni hranici referencniho rozmezi

32



Krevni pufry

* A) Fosfatovy (HPO,*/ H,PO,’) — podili se na udrzovani intracelularni
hodnoty pH; fosfaty jsou hlavni pufracni systém moci, v krevni plazmé
pouze 1% pufracni kapacity (v krvi dominuje hydrogenuhli¢itanovy
systém)

* B) Hydrogenuhli¢itanovy (HCO,/H,CO;") — klicovy pro udrZzovani pH
krevni plazmy

* H,CO; <>H*+HCO; (pK; = 3,8 pfi 37 C), daleko od fyziologického pH —
nedostatecna pufracni kapacita

HCO

p Wit I

3981

Cipco3 = 5:10°° mol-dm?3

-

~
————————

e Otevreny pufracni systém — prostfednictvim CO, komunikuje s okolim
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Krevni pufry

K K= HCOl |y co1-kico

Coz(rozp.)+HZO iy H2C03 r _COZ(I’OZp.)] [ 2 3] r[ 2(I‘02p.)]
T « Hlreor| o [nrlhcor ]
H,CO03 «—— H™+HCO, =1 TH005] AT K, [COy(rozp.)]

|

H*|HCO,
AT co,(rozp.)] celk

PK o = 6,31

Plynny CO, dopliiuje ztraty H,CO, v dusledku jeji disociace, a tim udrzuje pH krve

COz(g) Ccozirozp) = 1,6:10°3 mol-dm3

Koncentrace HCO; v krevni plazmé = 20-103mol-dm3a pH 7,4
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Krevni pufry

- C) Bilkovinné pufrujici systémy

Hemoglobin

Bohriv efekt — v plicich uvoliuje HbO, ionty H*, a tim poruSuje rovnovahu meszi
rozpustenym HCO; a CO, ve prospéch vzniku CO,, jenZ je vydechovan; v tkanich se
naopak hemoglobin stdvd po uvolnéni kysliku akceptorem protont a pufruje kyselinu
uhlicitou vznikajici metabolickymi procesy

H,CO, «<—> H*+HCO,

HbO, + H* — > (Hb)H* +O0,
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Hondoty pH nékterych télnich
tekutin dospélého cloveka

Télni tekutina pH Télni tekutina pH
Krevni plasma 7,34-7,43 Strevni Stava 6,1-7,3

Lymfa 7,2-1,6 Slzy 7,35
Moc¢ 4,8-7,5 Pot 3,8-6,8
Sliny 58-7,1 Sperma 6,9-7,4
Zaludeéni §tava ~2,0 Matetské mléko 6,6-7,0
Duodenalni 7,5-8,8 Cytoplasma 6,4-6,5

Stava jaternich bunck
Zlué 6,2-8,5 Cytoplazma 6,7-6,9
centralniho

nervstva




/ Metody studia proteolytickych
rovnovah v roztoku




Potenciometrie

Elektrochemicka metoda — méri se rovnovazné napéti E
galvanického clanku

Sklenéna elektroda — mérna elektroda

Argentchloridova a kalomelova elektroda — referencni
elektrody

Nernstova rovnice: = —
red / ox
nNF a
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Prima potenciometrie

= \yuziva se ke stanoveni obsahu sloucenin, kde mame k
dispozici prislusné indikacni elektrody

= Srovnani napéti merného ¢lanku ve vzorku s napétim téhoz
clanku, ponorfeného do standardniho roztoku analytu
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Potenciometricka titrace

Neprima potenciometrie

Sledovani zavislosti napéti clanku na objemu pridavaného
titracniho Cinidla

» Acidobazické titrace — sklenéna elektroda
e Srazeci titrace — stribrna elektroda, ISE
* Komplexometrické titrace — ISE
* Redoxni titrace — platinova redoxni elektroda
Grafické vyjadreni: titracni krivka esovitého tvaru
Urceni bodu ekvivalence: a) druha derivace titracni krivky
b) Granova transformace
c) Samsonkova metoda
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Potenciometricka titrace

 Potenciometricka titracni krivka

E [mV]

Titrace 0,1M

HCI 0,1M NaOH

6 8 10
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Granova transformace

» Titrace silné kyseliny silnou bazi
 Podminka ekvivalence: t
Vo -Cg =V, - Cg

[H+ _ VoG V-Cg
Vg +V Vo +V

0,6

11




Granova transformace

* Granova funkce pred bodem ekvivalence

oSN (LY.L ¥ A WS S A A St S S o R
Ht =B Ve V) 10099 Loy vy LT vl vy
V +V 0] \B e ]

I i i B 0 A B B i R, . e =

* Pro linearizaci casti titracni krivky pred bodem ekvivalence
|ze pouzit transformaci:

F,=(V,+V)-10"PH
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Granova transformace

 Granova funkce za bodem ekvivalence

CB (V —Ve ) --------------

o~ - Vo +V 3

ffffff
—————————

* Pro linearizaci casti titracni krivky za bodem ekvivalence
|ze pouzit transformaci:

F, =(V, +V)-10{PH-14)
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Aplikace potenciometrickeé titrace

.+ Studium protonacnich rovnovah NK a jeho sloZek (purinové a pyrimidinové
" baze) a derivatl purintd (cytokininy) ve vodnych i smésnych roztocich (%
(v/v)CH;0H — H,0) a stanoveni disociacni konstanty pK, s vyuZitim stupné
ztitrovani z

pKa, =—log[H " |- Iog( sz pKa, = —log[H" |- Iog(1 Zj

Z

Zavislost disociaCni konstanty na teploté umoznuje stanovit
termodynamické parametry AH a AS

Lze stanovit i konstanty stability komplext B uvedenych ligand( s
biogennimi dvojmocnymi kovy Cu?*, Zn?*

1 K -K K - zdanliva protonacni konstanta (ligand + kov)
,B [M ] K — protonacni konstanta ligandu
[M] — koncentrace kovu
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Aplikace potenciometrickeé titrace

e Purinové baze: adenin a guanin

NH, ||
AHy" AH =—== A 6
kati i N ey )\ >
atont neutralni forma aniont 1 |l °8
2~ NH
pj{u = 4.15 pp‘f’ = 9.80 IZ\SI 9
adenin guanin

* Pyrimidinové baze: cytosin, thymin, uracil

NH, (|)| ﬁ
| NN faC | NH | J
NHJ§O NHJ§0 NH S0
cytosin thymin uracil
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Potenciometricka titrace -
instrumentace

Automaticky titrator Titrando 835, Metrohm
Rlzné objemy byret (1 - 20 ml)
Moznost titrace ve vodnych i vodneé- alkoholickych prostredich

Software Tiamo 1.2 i ﬁ

Moznost vytvoreni vlastni titracni metody (MET U — monotonic endpoint
titrations)

Moznost nastaveni vlastniho titracniho modu vybrané metody (OPTIMAL)
Volitelny pridavek titra¢niho Cinidla

LL Ecotrode plus ,
Inertni argonova atmosféra; temperace /
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| hlava byrety >

nadoba s odmérnym
roztokem

kapilarka

{' ""’- Jﬁri,/

.Q\

S

$tir 0

Automaticky titrator

magneticka
michacka

‘ :lr.&

H
3 l ptivod argonu

LL Ecotrode
plus

temperovana
nadobka
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Polarografie

*1922 — Jaroslav Heyrovsky

*Elektrolyza elektroaktivni latky v roztoku zakladniho elektrolytu
*Potencial se vklada mezi pracovni (Hg) a referenc¢ni elektrodu
(Ag/AgCl/3M KCl)
*Polarograficka vina
*Polarizace elektrody

20




Polarografické (voltametrické)
proudy

| ~ Nabijeci proud (Ic)

~+ DilezZity pfi nabijeni elektrodové dvojvrstvy

* Nefaradayicky charakter

Migracni proud

* Spojeny s transportem elektroaktivni latky k povrchu elektrody

* Eliminovan pridavkem nadbytku zakladniho elektrolytu

Difuzni proud (Id)

* Pro reakce, kde je rychlost urcCujicim krokem (rate determining step; rds)

difuze dr P

lg =2F — =zFAD —
dt OX

e 1934 - Dionyz llkovic

_kZFD1/2 2/3 1/6C

lllkovicova rovnice




Cyklicka voltametrie a voltametrie s linearne se
meénicim potencialem

* Elektrolyza elektroaktivni latky v nadbytku zakladniho elektrolytu
* Tri-elektrodové zapojeni

*dE/dt (rychlost polarizace)

oxidace (anoda)

potencidl [V]
50 4

redukce (katoda)

* \Voltametrické signaly maji tvar piku

* Studium redoxnich reakci — mechanismus elektrodové reakce a reversibilita



Cyklicka voltametrie

*Reversibilni procesy: Randles — Sevéikova rovnice

Ip — 2,69 . 105 n3/ ZADl/ 2C0X0V1/ 2

kde /, je proud piku(A); n pocet elektron(; A efektivni plocha elektrody (cm?); D je
difuzni koeficient (cm?/s); c,, koncentrace elektroaktivni latky(mol/cm3) a v je rychlost

\ polarizace (V/s).

*lreversibilni procesy: Delahayova rovnice

kde a je koeficient pfenosu naboje; n, je pocet prfenesenych elektronl v rychlost
urcujicim kroku(rds)



Eliminacni voltametricka
procedura (EVP)

Eliminacni voltametricka procedura (EVP) — rozvijela se soucasné
s eliminacni polarografii (EP), vSak ve srovnani s EP je EVP
snadnéjsi, rychlejsi a Ize ji aplikovat i na pevné elektrody

EVP — matematicka procedura eliminujici/zachovavajici néktery z
dilCich voltametrickych proudu (difuzni, nabijeci, kineticky) z
nameérenych LSV nebo CV krivek

Eliminacni_funkce jako linearni kombinace celkovych proudu
mérenych pri ruznych rychlostech polarizace
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Dvé zakladni podminky EVP

p 1. podminka

g -1 45 -1.351 -1.25
J=1 .

2. podminka
I, = Yj(E) Wj(")

\
. difazni proud 1, =Y,(E)v'"
\k\l..kineticky proud I,=Y,(E)V’ ~ 1=Y, (E)V _COHSt p*
.nabijeci proud I=Y (E)v' v

0 1 1/2
\' \' Y
I, = L+ - I
/vref k c d
Vref Vref Vref

f(l)=al +bI ,+CI

Y12 ref

f() = -11,657 I, + 17,4851 - 5,8284 I, 54




Adsorptivni prenosova rozpousteci
voltametrie (AdTSV)

FA pufr

>

pH 1.8, 5.8 nebo
12.8t,=120

:> >

\ V/(

Voltametricka analyza v
FA pufru; pH 5.8




Diferencni pulsni voltametrie

Potencial, V
\;T
-1, A

j oba kapk

Cas, t Potencial, V




Square-wave voltametrie

*Ramaley a Krause

A=,

Itotal

Iforwa rd

-800 - - -200

Ibackward

E/mV




Pristrojové vybaveni

Elektrochemické analyzatory:
» AUTOLAB PGSTAT 20 (Eco Chemie, Utrecht, The Netherland)
» UWAUTOLAB TYPE Ill (Metrohm, Switzerland)
* GPES Manager 4.9

* Visici rtutova kapkova elektroda (HMDE)
_* Polymerni pentelkova grafitova elektroda

58
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Elektrody

Visici rtutova kapkova elektroda (HMDE)

Grafitové elektrody ———

Basal plane

R

P AT
A5

Polymerni pentelkova grafitova
elektroda

Elektrody z pyrolytického grafitu

_—— Edge plane / \L
»Basal plane” pyrolyticka »Edge plane” pyrolyticka
grafitova elektroda grafitova elektroda

Vnitfni struktura EPPG a BPPG elektrod




Grafitové elektrody

> | Elektrody ze skelného

\ uhliku

Uhlikové pastové

elektrody

Elektrody z uhlikovych
viaken

v

Borem dopované
diamantové elektrody

- Tisténé elektrody




4 Nukleové kyseliny



Nukleové kyseliny a jejich slozky

A pyrimidine bases

purine bases

T

1o

\
_Q/R:O <« phosphate

O

L \

base

Base pairs

9 NH, NH, ©
HN “Hs NZ Z N HN N
| TS =
O)\“ﬂ O)\N k\N N HN)\\N N
I \ 2 \
R R R R
thymine (T) cytosine (C) adenine (A) guanine (G)

2-deoxyribose CHa H\»f[

_______

D
DNA double helix
5’
major __ S
groove
minor_, base
groove pairs

— phosphate
backbone




~ 1953: James Watson, Francis Crick, Rosalind Franklin,
Maurice Wilkins: DNA double helix

1962: Nobel prize (JW, FC, MW)
Explanation of the basic principles of preservation,
transmission and expression of genetic information


http://www.ba-education.demon.co.uk/for/science/dnaphotos/dnamodel.html

Vlasenky

oop /A
F | T_DNA heptameru =76 °C
C|<|i (0.1 M Nacl)
STEM ek
5' 3'
Nejkratsi a termodynamicky nejstabilnéjsi vlasenka - DNA

heptamer d(GCGAAGC) — replikéni pocatky faga ®X 174 and
herpes simplex viru, promotorové oblasti heat — shock genu
bakterie E. coli a rRNA genl

64
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Vlasenky

I/ g{c Vlasenky jsou spojeny s rozvojem opakujicich se tripletovych
~ sekvenci v DNA fetézci, které jsou spojeny s mnoha
neurodegenerativnimi chorobami (syndrom fragilniho
chromozomu, Huntingtonova choroba, Friedriechova ataxie)

Analvza vlasenek:

d(GCGAAGC): UV, T, (Hirao 1989, Yoshizawa 1994, 1997), NMR (Hirao
1994, Yoshizawa 1997, Padrta 2002, Sychrovsky 2002),
Ramanova spektroskopie (Chraibi 2000), elektroforéza
(Hirao 1989, Yoshizawa 1994, 1997), CD (Hirao 1989), rtg
analyza (Sunami 2004), molekulova dynamika (Nakamura
1999, Padrta 2002), elektrochemie (Trnkova 2004)

65
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G - kvadruplexy

Stabilizovany G - kvartety (4 molekuly guaninu vazané
Hoogsteenovymi vodikovymi vazbami)

Tvori se predevsim v pritomnosti Na* a K* iontu
Strukturni polymorfismus

AT

A b A T~

i
/
/|

/ ¥

Sy N

a) b) c)

a) Ctyifetézcovy tetraplex
b) Dvouretézcovy intramolekularni tetraplex

c) Jednoretézcovy intramolekularni tetraplex

66
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| - motivy

'Hemiprotonizované C — C* pary jako zadkladni strukturni jednotka

Tvori se v slabé kyselém nebo neutralnim pH

Diabetes mellitus a opakujicic se tripletové sekvence spojené s
mnoha neurodegenerativhimi chorobami

Strukturni polymorfismus

a b €}

a° 5 5
R S - 5'fJ\J
i L. i
--------------- H
\ /O AN /H
| ¢ N
N
—
o T
N~ | 51 ,; 3
\ /‘\C | i \—‘/
VRN = L ,
i === < 3 a) Dvouretezcova struktura

b) CtyFretézcova struktura

c) Ctyffetézcovd struktura se znaenymi konci 67,




Pred vice nez 55 lety, Emil Palecek: DNA polarografie (1960)

(Reprinted from Nature, Vol. 188, No. 4751, pp. 656-657,
November 19, 1960)

Oscillographic Polarography of Highly
Polymerized Deoxyribonucleic Acid

PROCEEDING from my finding'.* that nucleotides,
nucleosides and the bases of nucleic acids can be
analysed by alternating current oscillographic polaro-
graphy®®, 1 have also tried to study polymerized
deoxyribonucleic acid by this method.

The apparatus used was a Polaroskop P 524
(Kiizik, Praha). With this apparatus it is posssible
to plot dE/d¢ against B (Fig. 1). The analysis was
carried out by means of the dropping mercury
electrode in the same electrolytes as were used in
my previous work'® All measurements were car-
ried out with specimens of deoxyribonucleic acid
from calf thymus.

I have established that in a medium of molar
ammonium formate, deoxyribonucleic acid shows an
anodic indentation at the same potential as deoxy-
guanylic acid (Fig. 2). Other characteristics of both
indentations are also analogous (dependence on direct
voltage, temperature, concentration of the electro-
lyte), which appears to indicate that that due to

dE
dt

Fig. 1. Graph of dE/dt against E. The nature of the material
analysed is characterized by the potential of the indentation (PC),
Fig.2. 100 ugm. deoxyribonuclelc acid/ml. 1 Jf ammonium formate which is somewhat similar to the rolnmgmphlc half-wave poten-
Fig. 3. Apurinic acid in 2 M ammonium formate (concentration nurrupundum to 2 mgm. of deoxyribonucleic acid) tial. The quantity of the material is characterized by the depth
Fig. 4. 900 pgm. deoxyribonucleic acid -+ 5 pgm. plasma albumin/1 ml. nine cobaltic hloride in 0-1 M ammonium of the indentation. For qualitative analysis, the height IT, which

- chloride-: unmonlum hydroxide. Indentations due to co\mlt l lh‘u\\rxbonuclmr acid, IT: protein, ITI can be measured much more easily, is generally measured.

K, Cathodic part: A, anodic part




Nukleové kyseliny jsou
elektroaktivni

Hg elektroda: redoxni procesy A,C a G bazi

Uhlikové elektrody: oxidace purinovych a pyrimidinovych bazi

Cu elektroda: oxidace cukernych zbytka v NA

Singhal, P.; Kuhr, W. G.: Anal. Chem. 1997, 69, 3552-3557; Anal. Chem. 1997, 69,
4828-4832.




Elektrochemie NA a ODNs

B C D

Palecek, E., Bartosik, M.:
Electrochemistry of Nucleic
Acids. Chem. Rew., 2012

: [0.5 A X [0.5 uA
ox | :
Uow i 111y 1, .
16 14 42 16 14 12 46 14 12
"
DME HMDE SAE
0,1 | 1
Anodicka éast J"\
i 0,09 \ I
- (|:|) T -0,1 Ll L] Ei a aly /i
/s\s/N +2e +2H" s " atodicka ¢as R
\5/ < n oo —1—
HN 7 /H = _013 0,03 1
:12 |4| /B\'H i u:uu : ; : ;
—26-\ _2H+ / ;\‘ / ‘\u.,N ‘__\.U\ : 500 400 JUUEWVZ‘JS 100 V]
HN™ N g 05 |
deoxyribosa [ L 04
(ribosa) a?t;’é‘;/g)bo“ 2 el d GCGAAGC
-0,7 Lo A+ C ( )
guanin 7,8 - dihydrogenguanin i e e e =
0,9 . :

1500 1000 g/my -500 0




Elektrochemie purinu a purinovych derivatu

Typicke elektroaktivni latky

1962 - Smith a Elving — prvni studie elektrochemické redukce purinu a
adeninu pomoci polarografie a coulometrie na Hg elektrode (DME).

Dvoukrokova dvouelektronova redukce

= H
5 N + = H\
TN A2HTr2e Ny .
2 4 é
\N/ \N/ \\\ | J

3 H N N
9

\

purin 1,6 -dihydropurin

J'/+2H+ + 2e”

1,2,3,6 -tetrahydropurin 71



Elektrochemicka redukce adeninu

nith a Elving (1962) NH,

" redukcni proces je doprovazen 7| JN
minacnim procesem (pf. coulometrie) "
larograficka redukce je ukonéenav ~ Fammoeurin ()
é Il (tvorba 1,2,3,6-tetrahydro-6- l+2H*+Ze
inopurinu)

blém redukce adeninu pfi pH> 6 H "
H 2
N +2H"+2¢ oy

H—N
| | ———+& H >|ij -NH N/j\—N
sy T L I
H H = ot )

H
1,6 — dihydro — 6 —aminopurin ~ 1,2,3,6 — tetrahydro — 6 — aminopurin = 3
4 P y P 2,3 — dihydropurin (1V)
(1) (1)
ok ia —am —an i 2EI
| ===331 e=——3866 ==——=413 e—433
w4 55 4.7 4,52 531

H H H H
— | N H,0 N | N
7 HOJ N NJ f N NJ
HT Ny H H O |H | H
(V1) 1,2,3,6 — tetrahydropurin (V)

-1650 -1550 -1450 -1350 -1250 -1150 -1050
E/mv




Elektrochemicka redukce guaninu

0 0 H
!‘l 5 PP "H+ II |
T gl 1B AN
C N »  HN™T 875 &
M= Pl T
/~ 5 \N . + ._\
H,N \'\1‘ 9 2e, -2H HzN r;j/ \Bl
deoxynb
(nbong) - ?:;;zral)bosa
guanine 7, 8 - dihydrogenguanine
0.1 7 _Anodic part o
-0.1 - ] 61y V61
sl
< 03 - Cathodic part o
-0,5 - /f |
-0,7 - =¥ A+C
| % 5 e o d(GCGAAGC)
-0,9 T .




'LEIving (1972)
*Redukce je zapocata rychlou protonizaci
cytosinu (I) v N-3 poloze na elektroaktivni formu
(I1). Dvouelektronova redukce N-3=C-4 nasleduje
a tvori se karbanion (l1)
*Redukce v polarografii a voltametrii je ukoncena
vorbou 4-amino-3,4-dihydrogenpyrimidine-2-on
(1V)
Jiné meziprodukty lze ziskat s vyuzitim
elektrolyzy nebo coulometrie
0.00 -
-0.20 -
-0.40 -
-0.60 -
-0.80 -
-1.00 -
-1.20 A
-1.40 -
-1.60 -

-1.80 -

-2.00 f
-1500 -1400

I/pA

-1300 E /my -1200 -1100 -1000

Elektrochemicka redukce cytosinu

NH, NH, NH,

+H

[ ]
NF | i H—Nﬁ +2e HN |
)’\ -H* 71‘\ s 7]‘\
07" NH 07 NH 2e 07 NH

) () (1)

+H*

(V11 (V1I)

(1X)



*Dryhurst, Compton
‘ *6e” and 6 H* elektrodovy proces

60 -

800 900 1000 1100 1200 1300
E/mV

Elektrochemicka oxidace adeninu

H,N

0 )ﬁ

adenin 2 — oxyadenm
+H,0 | -2H* - 2¢°
2N H,N
k ETrey
oF 2H" - 2¢° /K )\
o)
diimin 2,8 — dioxyadenin




Bare electrode

SEM of bare
electrode surface

oxidation
— i

of analytes

“é*? " J\’-—

06 07 08 09 10

E/NV
Bare electrode Cu (1) .
Copper 1) [
ions ch“) - %R 4
140.
X e |V
ldtl ‘ £
;xanZIy.:;s ig [\ )
N
0 02 04 05, 2 1 12 M
E/NV
SEM of electrode surface

modified by Cu (1)

(V.Sharma, F. Jelen and L. Trnkova: Sensors, 2015, 15(1), 1564-1600)




200 T Formation of the complex Cu(l)-1-mXan

160

.
.
T T T |

0 10 20 30 47,

g
{/

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

E[mV]

Figure 6: Concentration dependence of 1-mXan in the solution with constant concentration
of Cu(ll) ions, c., = 20 uM, reference scan rate 400 mV/s; phosphate-acetate buffer pH 5.1

The complex formation and its oxidation can be described by the following scheme:
1. Cu(ll) + e = Cu(l) (at a deposition potential of 0.15 V)
2. Cu(l) + purine = [Cu(l)-purine] (in the reaction layer on PeGE surface)
3. [Cu(l)-purine] = [Cu(l)-purine],4 (adsorption of the complex)
4. [Cu(l)-purine] 4 — e = [Cu(ll)-purine], 4 (oxidative stripping, peak Oxc,,,)
5. [Cu(ll)-purine] 4 — e = purine_ + Cu(ll) (oxidative stripping, peak Ox)
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Elektrochemicka oxidace guaninu

* Dryhurst 0 o
*4e" a 4 H* elektrodovy proces o N +H0 L I
J\\ | J -2HY - 2e J\\ | )\
HaN™ N7 N HNT SN Sn7 o
- H H
guanin 8 — oxyguanin
70
—GpH3.12 —8GpH3.3 —GpH3.71 + = + -
—GpH4.12 —GpH4.64 ——GpH 5.06 / 2H" +2e || -2H" - 2e
60 ——GpH5.35 —GpH57 ——GpH6.81
——GpH 7.54
50 0
40 HN N
s A
SN
= 30 HNT SN S 0
20 diimin

500 700 900 1100 1300




Proteiny




Proteiny jsou elektroaktivni

_Prvni biomakromolekuly studované pomoci elektrochemickych metod

Herles a Vanéura — polarograficka studie lidskych télnich tekutin (krevni sérum,
moc). ,,Prenatriova vina” — Katodicka vina vyskytujici se pfi potencialu
pozitivnéjsSim (300 mV) nez je potencidl redukce sodnych iontl. Predbézné je tato
vina prirazovana proteinim

Heyrovsky a Babicka — albumin v pfitomnosti amonnych iont{ tvofri v dc
polarografii tzv. ,, prenatriovou vinu“ (H peak), zplUsobenou katalytickym

vyluCovanim vodiku

,Prenatriova vina“ neni vhodna pro analytické ucely

r/\/ NH.',/
J k / | Polarographic catalytic waves of human serum. (2) the
L = s g O 3 “presodium” catalytic wave in 0.1 M ammonia/ammonium
31" 2 A ) chloride
— T



Brdickova katalyticka reakce (BCR)

133 - Brdickova katalyticka reakce — polarograficka dvojvina proteini obsahujicich Cys
)ytky v pufrovanych roztocich kobaltu (Brdickova soluce — amonny pufr NH,OH + NH,CI a

|
mplex kobaltu [Co(NH,)]Cl;)

odné navrzena pro detekci latek bohatych na siru, jako jsou organické latky
ercaptopropionic acid, 2-diethylaminoethanethiol hydrochloridum), aminokyseliny
ein, cystin) a bilkoviny (albumin)

\ikace Brdickovy katalytické reakce v klinické mediciné a farmakologii (diagnostika
akoviny)

chanismus elektrodového procesu Brdickovy reakce neni detailné znam, ale
poklada se, ze komplex Co(ll) s =NH, and —=SH skupinami hraje klicovou roli

s- T ! // | /

ographic catalytic waves of human serum.
) the catalytic double-wave in Brdicka
solution




Co je katalytickeé vylucovani
vodiku (CHER)?

);T - *Elektrochemicky jev zplisobeny katalyzatorem, v jehoz pfitomnosti se vodik vyviji na
; katodé polarizované do méné negativnich potenciall, nez v nepfitomnosti katalyzatoru
*Vyvijeni vodiku je produkovano katodickym katalytickym proudem

*Intenzita proudu zavisi na koncentraci katalyzatoru a na jeho kinetické katalytické
ucinnosti
2PH o, + 267 2P+ Hy(8)

I:)_(surf)'l' BH(aq)@ PH(Surf)+ B‘(aq)

PH a P-: protonizovand/deprotonizovana forma AMK zbytkd v molekule proteinu
BH je kysela slozka pufru; B- je jeji konjugovana baze

* Reakce naznacuiji, ze katalyzatorem je protein ukotveny na povrchu elektrody
* Cys, Lys, Arg a His zbytky v molekule proteinu jsou schopny katalyzovat vylucovani vodiku
na Hg elektrodé



H pik

V poslednich letech — tzv. , prenatriova vina“ (J. Heyrovsky) v kombinaci s CPSA
(chronopotenciometricka stripping analyza) na stacionarni a chemicky modifikované
Hg elektrodé (zahrnuty amalgamové elektrody) — vhodny nastroj pro analyzu proteint

Katalyticky signdl - H pik (objeveny diky CHER; pojmenovany podle J. Heyrovského) —
je citlivy na strukturni a konformacni zmény proteint

H pik (pro proteiny) vyuZity pro sledovani denaturace, agregace, interakce s
nizkomolekularnimi ligandy DNA; strukturni zmeény jako vysledek mutace a redoxniho

stavu

A 20 - r 260
CPSA — chronopotenciometricka
stripping analyza > o B o
%10' ATISE;;TE;F;E
dE g ATIDRIVY I HPF
~ AT III RIWVY I HP F
0 AT IV VYIHPF

o =1E

-1.93 -1 .'90 -1 ‘.87 -1.84
E, V vs Ag|AgCl|3 M KCI



'Elektrochemicka oxidace proteinu

Volné AMK (Cys, His, Met, Tyr a Trp) se oxiduji na uhlikovych elektrodach
Proteiny jsou oxidovany na uhlikovych elektrodach (CPSA)

Tyr a Trp zbytky v molekule proteinu poskytuji oxidacni signal na uhlikovych
elektrodach—> studium DNA-protein interakce, rozliSeni fosforylované a

nefosforylované formy, membranové Na/K pumpy, stanoveni inzulinu a a-synukleinu

(dulezité pro Parkinsonovu chorobu)
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Proteiny jsou elektroaktivni

*Externi znaceni proteint (citliva detekce specifickych proteinl ve smési jinych molekul)
v Immunoassays (ELISA)

anotechnologie — nanocastice, nanotrubicky
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