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Konecny cil separacnich: isolace chemicky cCistého individua

Chromatografie
Elektroforéza

siran médnaty (nahore vievo)
oxaldt vapenaty (dole vievo) chlorid sodny (dole vpravo)



Krystalizace proteinl — urceni terciarni (prostorové) struktury
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Krystalizace proteinl — urceni terciarni (prostorové) struktury

RTG strukturni analyza Max von Laue

V RTG difrakcnim obrazci

William L.
Bragg
NMR, SEM, TEM FRET
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Srazeni, krystalizace

Vlastnosti srazenin

* Srazeniny délime na krystalické a amorfni (pripadné koloidni srazeniny)
 Amorfni srazeniny jsou slozeny z drobnéjsich ¢astic a maji vétsi povrch

* Pro gravimetricka stanoveni jsou vhodnéjsi srazeniny krystalické

« Cistota sraZenin je omezena spolusrazenim a indukovanym srazenim

* Pfic¢inou spolusrazeni byva adsorpce, okluze, inkluze a tvorba smésnych krystal(



A) — inkluze (hmotnost vysrazené latky je vyssi, nez by méla byt
stechiometricky, pomUze rekrystalizace / presrazeni)

B) — okluze (lze ji zmirnit ponechdnim vysrazeného precipitatd po néjakou
dobu s roztokem supernatantu; nékdy se oznacuje jako ,zrani“ srazeniny)

C) — adsorpce (lze ji zmirnit promyvanim srazeniny)



Figure 8.2.58.2.5 shows the result of preparing PbCrO, from Pb(NO;), by the direct addition of
KCrO, (Beaker A) and by homogenous precipitation (Beaker B).

In Beaker B, heating a solution of 0.1 M Pb(NO;),, 0.1 M Cr(NO,),, and 0.1 M KBrO, slowly oxidizes
Cr3* to CrO %, precipitating PbCrO,

Both beakers contain the same amount of PbCrO,. Because the direct addition of KCrO, leads to rapid
precipitation and the formation of smaller particles, the precipitate remains less settled than the
precipitate prepared homogeneously. Note, as well, the difference in the color of the two precipitates.
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https://www.u-tokyo.ac.jp/focus/en/press/z0508_00161.html
https://www.u-tokyo.ac.jp/content/400152887.gif
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V roztocich nenasycenych nebo nasycenych

presycenem roztoku

Cim v&tsi je pfesyceni nebo
podchlazeni roztoku, tim mensi je
kriticky rozmér zarodku a je tedy

[ AN

vznik.




- odparovani rozpoustédla (rozpustnost latky musi byt > 10 mg/ml)
- ochlazeni roztoku (rozpustnost latky musi byt 10 -100 mg/ml)
- pridani antisolventu (vysrazeni produktu) (rozpustnost APl musi
byt 1-10 mg/ml )
- zmeéna pH
- pridani latky, ktera chemickou reakci vytvori zadany produkt (tzv.
reakéni krystalizace)
lyofilizace (priprava jak krystalické, tak amorfni latky)
sublimace
ochlazovani taveniny

rekrystalizace z jiného rozpoustéedla

zahrivani (pri enantropii)

STUL nebo DVERE (mechanicka indukce)




kfivka chladnuti &istého Zeleza

prubéh ochlazovan
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Koloidy a nanocastice

Koloid je oznacCeni pro disperzni soustavu obsahujici
castice, ktere svou velikosti spadaji do rozmezi 1 nm az
1000 nm.

Koloidy jsou viditelné v ultramikroskopu nebo elektronovem
mikroskopu, nikoliv vsak ve svételném mikroskopu.

Céastice koloidu jsou &asto barevné, tvofi priihledné
disperzni systemy a v boCnim svéetle opaleskuji (tzv.
Tyndalluv_efekt).

Prochazeji filtracnim papirem (ale nikoliv uz vSemi
membranami).

Tvori gelu (Ci emulze; hrubé disperze je tvofi jen
vyjimecne).



http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Disperzn%C3%AD_soustava&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Ultramikroskop&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Elektronov%C3%BD_mikroskop
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mikroskop
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tyndall%C5%AFv_efekt
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nanokrystall o rozméru cca 70 nm

selaktivni fizené uvolhovani
enkapsulace na podnét




(,,vysolovani“)
Srazi se vypoctenym pridavkem (pevné) soli

0Zpu stnost
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Salting in

Hydrate shell

Salt concentration
ﬁ.

vysolovani omezeni kontaktu
povrchu makromolekuly s vodou



vlivem soli na bilkoviny
Némec Franz Hofmeister (1850-1922)
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C,H,0,” > SO," > HPO,” > C,H,0(C0,)," >
CH,CO, >HCO, > Cr0, > Cl'>NO, >Cl0,
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obycejny, skladany francouzsky

Zluta .
1}’.:;\9_‘?_:‘. alev.

MOJE RUSKA BABICKA




BUchnerova nalevka




Filtrace

Filtrace za snizeného tlaku

Odsavacka

Oznaceni velikost poéru priklady pouziti

SO 150 — 250 [um] rozptyl plynu v kapalinach
S1 90 - 160 hrubé srazeniny

S2 40 - 90 hrubé krystaly

S3 15-40 jemnéjsi srazeniny a krystaly
S4 5-15 zpétné ventily pro rtut

S5 pod 5 filtrace vétsSich mikroorganismu



Jesté jednou filtrace a filtrace za horka

a filtrace v pramyslovém méritku
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Filtracni vlozky CJC fady B a BLA velikosti 15/25 a 27/27
pro CJC OFF-LINE obtokovou filtracilubrikaénich, hydraulickych,

turbinovych, prevodovych, honovacich a valcovacich oleju




swinging-arm rotor centrifugal force
\
S sem—————

THE CENTRIFUGE

armored chamber sedimenting material
;

CENTRIFUGATION
———

Many cell fractionations are done The metal buckets that hold the tubes are

in a second type of rotor, @ free to swing outward as the rotor turns.
swinging-arm rotar.

CELL vs e, SUPERNATANT
HOMOGEMATE —— - smaller and less
before a, CENTRIFUGATION dense companents
centrifugation A —_—

PELLET
_ largaer and more
dense companents

AFTER
refrigeration VBCLULIM

Centrifugation is the most widely used procedure to separate the At such speeds, centrifuge chambers must be refrigerated and
homogenate inte different parts, or fractions. The homogenate is evacuated so that friction does not heat up the homogenate. The
placed in test tubes and rotated at high speed in a centrifuge centrifuge is surrounded by thick armor plating, since an
{sometimes called an ultracentrifuge). Present-day ultracentrifuges unbalanced rotor can shatter with an explosive release of energy.
rotate at speeds up to 100,000 revolutions per minute and produce A fixed-angle rotor can hold larger volumes than a swinging-arm
enormous forces, as high as 600,000 times gravity. rotor, but the pellet forms less evenly.




Centrifugace

Do 10 000 rpm bézna centrifugace chlazeni
Nad 20 000 rpm ultracentrifugace chlazeni + vakuum

« R=1,12.n°.r.107,
* je-li frekvence otacek uvadéna v [min-1] a vzdalenost r v [cm],

Rotory: X



Vyuziti centrifugace

déleni smési kapalin,

odstranéni srazenin,

izolaci nebo odstranéni bunék a subcelularnich castic,
k frakcionaci makromolekul podle hustoty

Pri (izopyknické sedimentaci) se kyveta
naplni kapalinou (koncentrovany roztok sachardzy nebo CsCl), jejiz hustota
roste smérem ke dnu kyvety (u dna kyvety je hustota vétsSi nez hustota
kterékoliv slozky smési). Na povrch této kapaliny se davkuje délena smés
slozek riizné hustoty.

slozky délené smési rizné hustoty tedy vytvareji oddélené zény v rliznych
castech kyvety.



Alozymova analyza — pfiprava vzorku
_ Homogenizace

plazma

bhuffy coat _,i‘;%:\

Biologicky
erytrocyty material

Elektroforéza < ]

Centrifugace
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vykyvné uhlové




™ Enriched uranium
1 Depleted uranium

center post
casing

bottom scoop

b

electromagnetic
motor

bottom bearing

Plynova centrifuga na separaci obohaceného
plynného hexafluoridu uranu (UFs) — izotopy
uranu 235 vs. 238

(vlevo princip, nahore redlné obohacovace)
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Svedbergova
sedimentacni konstanta
charakterizuje rychlost
sedimentace v
gravitacnim poli a je
neprimo umernd
hmotnosti castice

1S =101 sec



Teorie ultracentrifugace

Rychlost sedimentace Castice zavisi na jeji hmotnosti. Vlivem gravita¢niho
(centrifugacniho) pole se rychlost pohybu ¢astic zvysSuje, dokud nejsou na né piisobici
sily v rovnovaze.

Sedimentacni rychlost je definovana jako draha molekuly ve sméru odstfedivého
zrychleni za ¢asovou jednotku:

dx/dt=s.w2.x

kde:
w - uhlova rychlost,
X - vzdalenost od osy otacent,



velka podjednotka

felézec

Eukaryotni ribozém
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adsorpce

adsorpci reverzibilnimu
X chemisorpce — nevratny proces

van der Waalsovych silach

JHOANNES VAN DER WAALS

van der Waals Forces

Fue un fisico holandés nacido en Leiden (Holanda
meridional) el 23 de noviembre de 1837 y fallecido
en Amsterdam el 8 de marzo de 1923. es conocido

/""‘r-_-_-_‘“"'\\‘\ -~
por la ecuacién del estado de los gases reales
.' . . . (ecuacion de Van der Waals) que permite una
e mayor aproximacion a la realidad fisica que la
N UCIEUS ecuacion de los gases ideales, al tener en cuenta las

ElECtan fuerzas de interaccion existentes entre las

moléculas; tal aportacion le supuso la concesion, en ]
1910, del Premio Nobel de Fisica.




Jodové Cislo je meéritkem pro ucinnost
aktivniho uhli. To znamen3d, Ze aktivni uhli s
vysokym jodovym cislem, mlzZe adsorbovat
vice znecistujicich latek neZ jiné s nizSim
jodovym cislem.




Adsorpcni izotermy (Langmuirova, Freundlichova)

PREDPOKLADY ( )

 molekuly se na sorbent vazi v jedné vrstve
e jednotliva adsorpcni mista jsou energeticky rovnocenna

* V rovnovaze se rychlost adsorpce rovna rychlosti
desorpce

PREDPOKLADY ( )

* Vazebna mista nemuseji byt energeticky rovnocenna

43/66



Langmuirova

Freundlichova Langmiurava
Zoterma Zoterma

Teorie: na povrchu jedina vrstva
molekul, adsorpcni mista

c. = k.z.c,/(1+k.cy,)




Freundlichova

Zavislost mnozstvi adsorbované latky na koncentraci téze latky v
okolnim prostredi vyjadruje adsorpcni izoterma

— 1/n Freundlichova
CS — k.CM ‘

izoterma

e Freundlichova izoterma je nejcastéji empiricky ziskanou zavislosti
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http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/adsorbat.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/adsorbent.html

Biosorpce: sorpce na povrch biologického materialu
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Applications

Air cleaning
Aguarium water
Biogas

Catalyst support
Condensate deoiling
Dechlorination/Deoczonization
Decolorizing

Edible oil
Electroplating

Food industry
Glycerin
Pharmaceuticals
Potable water
Solvent recovery
Sugar refining
Tobacco filters
Waste Water

Water treatment

powdered granular
Silcarbon Silcarbon

o0 | w20 | K4BS | Ka3s | K1a | Cdb

pelletized
Silcarbon

impregnated
Silcarbon
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Stoppering chamber 40 Port Manifold 8 Port Manifold




I:)OW = CO / CW

V biologii (toxikologii) je dulezity rozdélovaci koeficient mezi
n-oktanol a vodu (Casto se uvadi ve forme ,log P, “)



Priklady rozdélovacich koeficientll oktanol/voda

Latka log Py, Latka
Di-n-octyl phtalate 9,2 Acetic acid
DDT 5,7 Acetonitrile
Fluoranthene 5,5 Pyridoxine
Diclofenac 4,4 Riboflavine
lpubrofen 3,5 Salicylic acid
Cocaine 3,01 Tetracycline
Benzene 2,1 Leucine
Penicillin V 2,09 Amoxycillin
Atropine 1,89 Ascorbic acid
Benzocaine 1,89 Glucose
Vanilin 1,19

Doxorubicin 0,65

Fluconazole 0,50

log POW

-0,30
-0,34
-0,50
-1,21
-1,22
-1,3

-1,55
-1,77
-2,15
-3,3

Hodnoty P, poskytuji dobry odhad toho, jak

v bunce mezi lipofilni

Caffeine 0,07 biomembranou a vodnym cytosolem.



Pevna latka — kapalina Macerace — vyluh za studena v klidu
Digesce — vyluh horkym rozpoustédlem v klidu
Perkolace — vyluh v protiproudnim usporadani

Kontinualni extrakce — viz soxhlet

Kapalina — kapalina Vytiepavani — extrakce v délicich nalevkach

Perforace — kontinualni extrakce kapalin

56/66






a kontinualni kultivace
mikroorganismu

water

St Rozpoustédlo ve spodni barice se zahfivanim
odpafuje a kondenzuje uvniti chladice. Odtud
e kape na a postupne
in zaplnuje soxhlet. Po dosazeni hladiny

prepadu rozpousteédlo odtece do spodni banky

§ a soxhlet se plni znovu. VSechny tyto véci
: probihaji samy, stacCi jednoduse pocCkat dost
dlouho a pak rovnou sebrat hotovy extrakt, z
kterého dale izolujeme pozadované latky.
| |
[ o ED:

ExtrakCni patrona, plnéna pevnym materialem




Soxhletuv extraktor a kontinualni kultivace
mikroorganismu

water chemicky vyluhovani latek, zvlasté rostlinnych,
t
= za studena

water
in

Fig. 1 Cultivation unit of a percolation
apparatus. The apparatus contains:

1 reservoir with percolation solution 2 capillary
tube 3 outlet for sampling of the percolation
solution 4 soil sample 5 adsorption column
with NaOH solution and (5a) glass spiral tube
ensuring CO2 retention 6 vessel for dosing
NaOH and 7 vacuum pump outlet




kontinualni kultivace
mikroorganismu




SFE — superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka extrakce je zalozena na rozpustnosti dané
slozky v rozpoustedlu v superkritickem stavu. Tekutina v
(Supercritical Fluid - SCF) je velmi
mobilni - schopnost rozpousteni se priblizuje
rozpoustédlim, zatimco penetrace do pevné matrice je
usnadnena transportnimi vlastnostmi blizicimi se

NejCastéji se k SFE pouziva k extrakci (CO,)



fazovy diagram oxidu uhliéitého

superkriticki
tekutina

tuha

litka kapalina

Ny
-80 60 -40 -20 0 20 40 60
teplota, “C




kriticka teplota Tc = 35 °C, kriticky tlak pc = 75 bar

Nepolarni — v pripadé extrakce polarnich latek nutno pridavat aditiva



Micro-metering Valve

Extractor
Vessel
Section

Modifier Pump
(optional)
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Tento material je uréen pouze pro vyuku studentd.

This presentation has been scheduled for educational purposes
only.

Pokud ma nékdo dojem, ze pouzité obrazky (jiné nez moje vlastni)
jsou kryty copyrightem, necht' mi da vedet.

If somebody believes, that pictures or figures in this presentation
are covered by copyright, please let me know.

Jifi Gabriel (gabriel@biomed.cas.cz)
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