Repetitorium chemie VI.
(Uvod do délicich /separacnich/ metod)
s mnoha barevnymi obrazy

a praktickymi priklady z kazdodenni praxe
(2024)
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Déleni # porcovani (pamatujete na kvartovani?)

Kdyz néco porcooali a nékdo upadl, rozporcovali ho 1aké.

Univerzitni etnografické muzeum v Oslu

Inuitské povésti o¢ima Arona z Hurky (1822-1869), Argo 2016



Konecny cil snazeni: isolace chemicky Cistého individua

Srazeni

Krystalizace

Filtrace

Centrifugace
Adsorpce/desorpce
Destilace/sublimace
Extrakce (vytrepavani)

siran médnaty (nahore vievo) ovalbumin (nahore vpravo)
oxalat vapenaty (dole vievo) chlorid sodny (dole vpravo)



Srazeni, krystalizace (v anorganické chemii)

Princip: oddéleni isolované latky ve formé pevné faze z kapalné.
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se z roztokU s pH na hranici kvantitativniho srazeni

Srazi se pomalym pridavkem srazedla za intensivniho michani
Srazenina se pred vazenim radné vysusi, popt. ziha
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Srazeni, krystalizace (v anorganické chemii)

Vlastnosti srazenin

e Srazeniny délime na krystalické a amorfni (pripadné koloidni srazeniny)
 Amorfni srazeniny jsou slozeny z drobnéjsSich ¢astic a maiji vétsi povrch

* Pro gravimetrickd stanoveni jsou vhodnéjsi srazeniny krystalické

« Cistota sraZenin je omezena spolusrazenim a indukovanym srazenim

* Pricinou spolusrazeni byva adsorpce, okluze, inkluze a tvorba smésnych krystal(

e Adsorpce = zachyceni ¢astic v silovém poli na povrchu tuhé faze
e Okluze = uzavirdni cizich iont( uvnitf srazeniny
* Inkluze = prostoroveé specificka interakce, vstup iontl do kanalk(l a dutin srazeniny



Srazeni, krystalizace (v anorganické chemii

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

B) — okluze (lze ji zmirnit ponechanim vysrazeného precipitdtl 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.




Hezké video rustu krystalt k vidéni na atomové urovni:

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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nucleation phase transition crystal growth

Salt nucleation. A sodium chloride crystal growing in a vibrating carbon nanchorn. @ 2021 American
Chemical Society

Two novel techniques, atomic-resolution real-time video and conical carbon nanotube
confinement, allow researchers to view never-before-seen details about crystal formation.
The observations confirm theoretical predictions about how salt crystals form and could
inform general theories about the way in which crystal formation produces different
ordered structures from an otherwise disordered chemical mixture. (Hanuary 22, 2021)


https://www.u-tokyo.ac.jp/focus/en/press/z0508_00161.html
https://www.u-tokyo.ac.jp/content/400152887.gif
https://www.u-tokyo.ac.jp/content/400152887.gif

Srazeci reakce: von Weimarnuv srazeci ,zakon*

Beiimapu (Dérop Ierposiu

T'enepaa-aeirrenanr. Boennoe oGpasosaime noayaia s [askeckon kopiyee.

Yuacrung kpsiMekoil Boilnst (1853-1856). pyeero-rypenkoii Boiinst (1877-1878). 3a wiicrens »
x01¢ KpeMekoil BoilHGL narpasien 3oiorelM opy:kieM «3a xpadpocrns. Bo spesa pyecko-
TYPEUROIT BOHNDLI BOGLIAR LI T-10 HEXOTHYVIO snsuw. Fro eicrsius B a1y soilny orseaenn
oprenoy Ce. Baanapa 1 erenenn.

Baajea veaindoil Kackosa (Dep. Kacoroen, Bo.weoeckun p-u).

Tatinek general. Synacek kromé toho, Ze se vénoval isolaci chitinu a pozdéji i chemii dreva,
zjistil, Ze roztok ke srazeni nemuze byt ani moc redény, ani moc koncentrovany.



Srazeci reakce: von Weimarnuv srazeci ,zakon*

,Nerozpustna latka vznikajici podvojnym rozkladem se vyluCuje ve forme koloidni disperze,
byly-li vychozi latky smiSeny ve velmi malych nebo ve velmi znacnych koncentracich. Ve
stfednim koncentracnim oboru vznika hrubozrnna srazenina
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koloidni  SfaZenina ' koloidni
disperze

Petr Petrovich (von) Wei(y)marn Russian chemist born in St. Petersburg known
for his groundwork in colloid science. In 1906 he stated the von Weymarn law.



Srazeci reakce: von Weimarnuv srazeci ,zakon*

AN EMINENT RuUssian CHEMIST

The sudden change of social state which occurred in Russia
towards the end of the Great War scattered many eminent
men, among whom can be mentioned Prof. P. P. von Veimarn,
the well-known colloidal chemist. He came to this country and
gave lectures on colloidal chemistry in the imperial universities
of Tokyo, Tohoku, and Kyoto, which made a deep impression
on the students of these universities. His lecture notes have
been published in this country with the help of Prof. Y. Osaka,
of the Kyoto Imperial University, the title of the book being
“Kolloides und Kristalloides, Losen und Niederschlagen, Vor-
rage aus den dispersoidologischen Untersuchungen des Verfassers
fiir die Jahre 1905-1916.”

Professor von Veimarn is now continuing investigations in
the Osaka Industrial Laboratory. Some publications by him
from the laboratory will indicate the direction of the work of
this eminent colloidal chemist: I—Dispersoidological investiga-
tions: (1) On dyeing wood and similar materials by means of
dispersoidal precipitation of substances, and (2) Dispersoidological
investigations on cellulose; II—The precipitation of silver
sulfate as an illustration of von Veimarn’s laws of precipitation
of substances.

Petr Petrovich (von) Wei(y)marn Russian chemist born in St. Petersburg known
for his groundwork in colloid science. In 1906 he stated the von Weymarn law.



Vznik zarodku (nuklea) je podminen nahodnym setkanim vice Castic
rozpustene latky, ale spojeni téchto Castic je brzdeno snahou
systému o vyrovnani koncentrace v celem objemu (ll. véta
termodynamiky o vzrustu entropie). Vznik stabilniho zarodku je
podminén snizenim volné energie, ktera je funkci objemu a povrchu
zarodku. V roztocich nenasycenych nebo nasycenych znamena
vznik zarodku znacné zvyseni volné energie, takze jakékoliv
seskupeni Castic rozpustene latky se ihned rozpada.

V presyceném roztoku ma funkce volné energie parabolicky prabéh a
pokud polomeér zarodku prekrocCi urcitou kritickou hodnotu, stava se
termodynamicky stabilni a jeho dalSi rist je doprovazen snizovanim
volné energie (viz obrazek).

Cim vétsi je pfesyceni nebo
podchlazeni roztoku, tim mensi
je kriticky rozmér zérodk(] a je

v s

spontanni vznik.



Nejbéznéjsi zpusoby vyvolani nukleace (krystalizace)
Aby roztok krystaloval, musi byt presyceny!

- 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 rozpousted|a
zahrivani (pri enantropii)
STUL nebo DVERE (mechanickd indukce)




Jeste kratka vsuvka, totiz o tuhnuti tavenin a néco malo o plastech
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TAVENINA ZARODEK KRYSTAL

kfivka chladnuti éistého feleza

tavening
teplota
tuhnuti

%

tavenina s rostoucim podtem pevnych krystald

teplota ¢

doba chladnuti ———————#=

Krystalizace pfi chladnuti a tuhnuti taveniny kovu
_g"_f raédtek krystalizace :E: pokrotild krystalizace
" a0 © % ©
8. ¥ o-
o |

zarodek

TR

Krivka chladnuti a krystalizace éistého Zeleza



Jesté kratka vsuvka, totiz o tuhnuti tavenin a néco malo o plastech
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TAVENINA ZARODEK KRYSTAL

Sklo je pevna amorfni latka

Postrdda pravidelné usporadani atomuU na vétsi vzdalenost
Vznika obvykle ztuhnutim taveniny bez krystalizace
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Jesté kratka vsuvka, totiz o tuhnuti tavenin a néco malo o plastech

Vybuch gopky na ostrové Marhmque
(Telegramy tiskové kanceldfe.)

Katastrofa na ostrovd Mariin'qua jest jednou
z nejvétdich sopednych vybuchll, které zaznamenévaji
déjiny. V roku 79 pred Kristem Pdnem udélo se
:asypﬁni Herculana a Pompejl, které ss stslo avéto-

13.5.1902




Jesté kratka vsuvka, totiz o tuhnuti tavenin a néco malo o plastech

Z Fort de France, 11. kvétna. Kabelové
apolaénost vyslala vice svfeh ziizenecdi z Moliny do
St. Pierre. Podafilo se jim vyhledati kancel&fe spo-
lednosti. Ale po fiditeli a persondlu neni ani stopy.

- Mésto St, Pierra joe mrtvolami vice ne% poseto. Zapo-

| &ato jif se spalovdnim mrtvol. Byly také zahgjeny
préce, majici za ﬁéel znovu zfizeni kabelu, jeng vede ;
na sever,

Obr. 388. Zasypany a zuheln&ly &lovEk nalezeny v Pompeji.]




Krystality a elastomery (organické polymery)

1168 [Kapitola31  Syntetické polymery

OBR. 31.2 Krystality v linedrnim
polyethylenu, V krystalitovém
iseku jsou dlouhé polymerni
fetézce uspofadany paralelné




Krystality a elastomery (organické polymery)

Elastomery jsou amorfni polymery, které jsou schopny vracet se po
nataZeni zpét do pivodniho tvaru. Tyto polymery musi mit nizké hodnoty T,
a musi byt fidce zesitovdny, aby se znemoznilo volné vzdjemné prokluzovani
retézcu. Navic jejich Fetézce musi mit nepravidelny tvar, aby se zabranilo
tvorbé krystalitd. Pii tahu se ndhodné stocené fetézce narovnavaji a orien-
tuji se ve sméru tahu. Van der Waalsovy sily jsou v8ak p¥ilig slabé a nepo-
cetné, aby tuto orientaci udrZely, kdyZ napéti povoli; fetézce elastomeru se
proto vraceji do pivodniho stavu (obr. 31.4).
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Asi nejvetsi molekula, ale neni to krystal? Kus bakelitu!

Chemicky je bakelit fenolformaldehydova prysky¥ice, piipray
reakci fenolu s formaldehydem. P¥i zah¥ivéni se eliminuje voda a vznil
sdhle zesitovany polymer jako tuhd pevnd hmota. Zesitovani v be
a ostatnich reaktoplastech je trojrozmérné a tak rozsahlé, Ze nelze t
o polymernich fetézcich; kus bakelitu je v podstaté jedna velka molek
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Bakelit je fenol-formaldehydovy polykondenzat (pryskyfice), ktery v roce 1907 jako prvni
pfipravil belgicky chemik Leo Hendrik Baekeland (1863—1944).



https://cs.wikipedia.org/wiki/Leo_Baekeland

Koloidy a nanocastice

Koloid je oznaceni pro disperzni soustavu obsahujici Castice, které svou
velikosti spadaji do rozmezi 1 nm az 1000 nm.

Nanocastice maji obvykle velikost 1 —100 nm

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

Castice koloidu jsou ¢asto barevné, tvofi prihledné disperzni systémy a v
bocnim svétle opaleskuji (tzv. TyndallGv efekt).

Prochazeji filtracnim papirem (ale nikoliv uz vSemi membranami).
Tvori gell (¢i emulze; hrubé disperze je tvori jen vyjimecné).


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Disperzn%C3%AD_soustava&action=edit&redlink=1

Koloidy a nanocastice

COLLOID vs CRYSTALLOID

-
Milk Mixed with Water Salt Dissolved in Water
Colloid Crystalloid

Difference between colloidal and crystalloids

The most important difference between the crystalloid and colloidal state is that
of the particle size. A substance behaves as a crystalloid when, if in the dissolved
state it exhibits the particle size of molecular dimensions, i.e. less than 1nm.



Koloidy a nanocastice

Priklady nanocastic selenu snimané elektronovym mikroskopem



Koloidy a nanocastice

Sklo Lykurgovych poharl obsahuje malé mnozstvi zlata (cca 40 ppm) a stribra (cca 300
ppm). Tyto kovy se ve skle nachazeji ve formé nanokrystalt o rozméru cca 70 nm.
Nanokrystaly jsou slitinou zlata a stfibra v poméru 3:7. Neni znamo, jakou

technologii vyroby téchto pohard a podobnych artefaktd rimsti sklari pouzivali.

selaktivii fizené uvolfovani
enkapsulace na podnét

Specifické uvolfiovani IéCiva z nanocCastic Lykurgovy pohary



Koloidy a nanocastice

* Priklad: srazeni (,vysolovani“) bilkovin siranem amonnym

Srazi se vypoctenym pridavkem (pevné) soli

ozZpustnost

Pokles rozpustnosti bilkoviny
zpUsobeny pridavkem vétsiho
mnozstvi soli (siran amonny). Tento
pokles je zpusoben odstranénim
vody ze solvatacniho obalu
makromolekuly.



,Vysolovani“ bilkovin

Salting in

Hydrate shell Salting out

Salt concentration
—}

Pri biosyntéze se bilkoviny ve vodném prostredi skladaji do nativni formy procesem
zvanym ,,folding”; hydrofobni ¢asti molekuly zistavaji uvnitt.

Pri vysolovani dochazi narGstem koncentrace soli v roztoku k omezeni kontaktu
povrchu makromolekuly s vodou



Prvnim badatelem, ktery se zacal systematicky zabyvat vlivem soli na bilkoviny, byl slavny
prazsky rodak, Némec Franz Hofmeister (1850-1922). Hofmeister pUsobil koncem 19. stoleti
na némecké casti prazské univerzity, kde se v roce 1885 stal radnym profesorem a pozdéji

i dékanem Lékarské fakulty.

A LEDO U ROVE PUSORITDTCHEMIE PROF FRASZTHOFMEISTER | IS5 193
RIERY PRELNMWEDEL, ZE AMINORYSELINY SEN ILEOYINACH PO PEFTIDICKON

VAZBRODUSAY RTERY WV RIMEITSa  NAVEHLD IYOTROPSNIEITHOEMEISTEREOY U EADLLION T

C,H,0," > S0, > HPO,* > C,H,0(C0;)," >
CH,CO, >HCO, > Cr0, > CI'>NO; >Cl0,

Inge EMIESEM G EBAL LY LRSS LA L LH N

V fijnu 2010 byla na budové 1. Iékarské fakulty UK, kde Franz Hofmeister provadél své
experimenty s vysolovanim bilkovin, odhalena tato dvojjazy¢na pamétni deska.



Krystalisace bilkovin

sradan|

Lok AW

A g B
b = 20

nukisace

koncenbrace proféim

e, e
"'-____ it krystali

AT !

D

rozpusteny protein . ) / ".- _.
Obrizek 1: Zndzornéni usporadani kencentrace sra2edla ey, b Ny
visici kapky: A — vicko, B — kapka, S S e 5 __\‘ T
; Obrazek 2: Fazovy diagram. Sipky
-

' — rezervoir, D — mateény roztok SR : - - ' R
: ukazuji  idedlni prabéh  krysta- o =V \ S

lizaénitho experimentu. AR ) it i

Roztok v rezervoaru je mnohem koncentrovanéjsi, nez v kapce a proto dochazi k vyparovani
vody z kapky (jediné tékavé latky). Tim se zvySuje koncentrace roztoku v kapce a molekuly
proteinu se dostanou blize k sobé i srazedlu.

V kapce zacinaji vznikat nukleacni jadra nebo zacina precipitace srazeniny.




Krystalisace bilkovin
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Roztok v rezervoaru je mnohem koncentrovanéjsi, nez v kapce a proto dochazi k vyparovani
vody z kapky (jediné tékavé latky). Tim se zvySuje koncentrace roztoku v kapce a molekuly
proteinu se dostanou blize k sobé i srazedlu.

V kapce zacinaji vznikat nukleacni jadra nebo zacina precipitace srazeniny.




Krystalisace bilkovin

RTG strukturni analyza: Max von Laue, Walter Friedrich a Paul Knipping (1912) ozarili
krystal modré skalice svazkem RTG a zjistili, Ze rozptylena energie se od krystalu Sifi pouze v
urcitych smérech, zatimco v jinych vyhasina.

Roku 1959 se poprvé podarilo analyzovat prostorovou strukturu u molekuly hemoglobinu.

(ST V RTG difrakénim obrazci je zakddovana
: e informace o vnitrni strukture (William L.
Bragg — Nobelova cena v jeho 25 letech)
DalSi techniky: NMR, SEM, TEM a FRET —
Fluorescence (Forster) resonance energy
transfer
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Krystalisace bilkovin

RTG strukturni analyza: Max von Laue, Walter Friedrich a Paul Knipping (1912) ozarili
krystal modré skalice svazkem RTG a zjistili, Ze rozptylena energie se od krystalu Sifi pouze v
urcitych smérech, zatimco v jinych vyhasina.

Roku 1959 se poprvé podarilo analyzovat prostorovou strukturu u molekuly hemoglobinu.

(T V RTG difrakénim obrazci je zakddovana
: " informace o vnitrni strukture (William L.
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DalSi techniky: NMR, SEM, TEM a FRET —
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Filtrace

Filtrace za atmosférického tlaku

Papirové filtry - obycCejny, skladany (francouzsky)
filtrace rychla filtrace pomala
modrd zelend cervena  Zlutd bila cernd

Obycejné nalevky
a filtrace za horka
(vpravo)



Filtrace

Filtrace za snhizeného tlaku

Blchnerova nalevka

odsavacka

Vroce 1897 uverejnil Biichner vysledky svého dlouholetého vyzkumu
alkoholického kvaseni bez kvasinkovych bunék, pricemz zjistil, Ze pricinou
kvaseni je neziva chemicka latka-enzym nazvany zymdza. Tento prvni
objeveny enzym, ktery Biichner izoloval z kvasinek,vyvolava alkoholické
kvaseni cukrii i bez pritomnosti Zivych bunék. Tento objev se stal zakladem

noveho samostatneho védniho oboru-biochemie.



Filtrace

Frita + odsavacka

Oznaceni  velikost péra 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 vétSich mikroorganism(

Filtraéni viozky CJC fady B a BLA velikosti 15/25 a 27/27
pro CJC OFF-LINE obtokovou filtracilubrikaénich, hydraulickych,
turbinovych, prevodovych, honovacich a valcovacich oleju

I

Kontinualni filtrace ¢irené vody v papirenském primyslu



Filtrace

Filtragni viozky CJC Fady B a BLA velikosti 15125 a 27/27
pro CJC OFF-LINE obtokovou filtracilubrikaénich, hydraulickych,
turbinovych, prevodovych, honovacich a valcovacich oleju

Tady se uz rozloucime s filtraci, pripominkou pouziti ,nalévani po tycCince”



Centrifugace

swinging-arm rotor centrifugal force

THE CENTRIFUGE

Iy T IILI
armoraed chamber sedimenting material if i b

CENTRIFUGATION matal buchet
lead b Sl St ekt

Many cell fractionations are done The metal buckets that hold the tubes are
in a second type of rotor, a free to swing outward as the rotor turns.
swinging-arm rotor.

CELL SUPERMATANT
HOMOGENATE — smaller and less
before CENTRIFUGATION dense components
centrifugation —_—

PELLET
_ larger and mone
dense components

AFTER
refrigeration VACLLm
mMotor

Centrifugation is the most widely used procedure to separate the At such speeds, centrifuge chambers must be refrigerated and
homogenate into 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 explogive 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. rator, but the pellet forms less evenly.

Odstredovani (centrifugace) je postup, ktery vyuziva odstredivé sily pro déleni
latek rizné hustoty, zrychluje rovnéz proces sedimentace téchto ¢astic.



Centrifugace

Otacky rotoru za minutu (rpm):

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

Relativni centrifugacni sila (nasobky g):
« R=1,12.n°.r.107,

* je-li frekvence otacek uvadéna v [min-1] a vzdalenost r v [cm],

Rotory: uhlové x vykyvné



Centrifugace




Centrifugace

déleni smési kapalin,

odstranéni srazenin,

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

* Pfisedimentaciv hustotnim gradientu (izopyknické sedimentaci) se kyveta
naplni kapalinou (koncentrovany roztok sachardézy nebo CsCl), jejiz hustota
roste smeérem ke dnu kyvety (u dna kyvety je hustota vétsi nez hustota
kterékoliv slozky smési). Na povrch této kapaliny se davkuje délena smés
slozek ruzné hustoty. Pohyb sedimentujicich ¢astic se pak zastavi v misté, v
némz ma kapalina v kyveté stejnou hustotu jako sedimentujici ¢astice
slozky délené smési riizné hustoty tedy vytvareji oddélené zéony v rliznych
Castech kyvety.



Centrifugace
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Centrifugace

feed

roduct

__—top scoop

B Enriched uranium
O Depleted uranium

center post
casing

b ’ ' ] :
—— bottom scoop Plynova centrifuga na separaci obohaceného

electromagneti plynného hexafluoridu uranu (UFs) — izotopy
uranu 235 vs. 238

bottom bearing .. v L., v
(vlevo princip, nahore redlné obohacovace)




Centrifugace

Rychlost sedimentace Castice zavisi na jeji hmotnosti. Vlivem gravitacniho
(centrifugacniho) pole se rychlost pohybu ¢astic zvysuje, dokud nejsou na né pUsobici
sily v rovnovaze.

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

dx/dt=s.w?.Xx

kde:
w - Uhlova rychlost,
X - vzdalenost od osy otaceni,

s - sedimentacni koeficient, ktery je latkovou konstantou makromolekuly, hodnoty
sedimentacniho koeficientu se ¢asto uvadi v jednotkach zvanych Svedberg (S),
hodnoty jsou tabelovany s korekci pro teplotu 20 °C a rozpoustédlo, jehoZ hustota a
viskozita odpovida Cisté vodé.



Centrifugace

Svedbergova
sedimentacni
konstanta
charakterizuje rychlost
sedimentace v
gravitacnim poli a je
neprimo umérna
hmotnosti Cdstice

i : -
N — registracni
15=10"% sec zafizeni

Prokaryotni ribozém (70 S)
Velka podjednotka (50 S)
Mala podjednotka (30 S)

Eukaryotni ribozom (80 S)
Velka podjednotka (60 S)
Mala podjednotka (40 S)



Centrifugace

Ribosomes and
polysomes

Soluble Chioroplasts Nuclei

Pl’otems Most viruses /

" Microsomes | «@@» Mitochondria

10 10? 10° 10° 10° 10°

Sedimentation coefficient (S



Centrifugace

Za objev ultracentrifugace (nahore) dostal Th. Svedberg
v r. 1926 Nobelovu cenu za chemii.



Centrifugace
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rPYNNA KOMNAHUA KOMNEKT-HOT

LeHTpudyra gna auy (n/astomat, astomat = centrifuga na vejce)



Konecny cil naseho snazeni: isolace chemicky Cistého individua

Adsorpce/desorpce
Destilace/sublimace
Extrakce (vytrepavani)

siran médnaty (nahore vlevo) ovalbumin (nahore vpravo)
oxaldat vapenaty (dole vievo) chlorid sodny (dole vpravo)

48/70



Adsorpce / desorpce

Zaklady teorie adsorpce — tj. rovnovahy na fazovém rozhrani

Pri adsorpci molekul dochazi k jejich reverzibilnimu zachyceni v silovém
poli na povrchu tuhé faze ( x chemisorpce — nevratny proces)

Pri adsorpci probihaji na povrchu tuhé faze specifické interakce zalozené
na van der Waalsovych silach

Energie téchto interakci je velmi mala, ale rychlost je vysoka

Vétsinou se na povrchu adsorbentu vytvari monomolekularni vrstva
adsorbatu

Rozhodujici vyznam pro adsorpci ma velikost a kvalita povrchu adsorbentu

JHOANNES VAN DER WAALS

van der Waals Forces

Fue un fisico holandés nacido en Leiden (Holanda

-"'"F'_._'_-_-_H“"\-.,_ meridional) el 23 de noviembre de 1837 y fallecido
= . ,.-""FFF'___‘_‘_‘-H"“"-.‘\ en Amsterdam el 8 de marzo de 1923. es conocido
f Y M por la ecuacion del estado de los gases reales
. J '. . J (ecuacion de Van der Waals) que permite una
AT - \< mayor aproximacién a la realidad fisica que la
_._,_,.a-"' e ecuacion de los gases ideales, al tener en cuenta las
B o ——— fuerzas de interaccién existentes entre las

EIECtron moléculas; tal aportacion le supuso la concesion, en )

1910, del Premio Nobel de Fisica.



Adsorpce / desorpce
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Aktivni uhli: praskové, zrnéné,
granulované, peletované

Jodové Cislo je méfitkem pro ucinnost
aktivniho uhli. To znamena, ze aktivni uhli s
vysokym jodovym cislem, muize adsorbovat
vice znecistujicich latek nez jiné s nizSim
jodovym cislem.




Adsorpce / desorpce

Adsorpcni izotermy (Langmuirova, Freundlichova)

PREDPOKLADY (Langmuirova)
 molekuly se na sorbent vazi v jedné vrstvé

* jednotliva adsorpcni mista jsou energeticky rovnocenna
* V rovnovaze se rychlost adsorpce rovna rychlosti desorpce

PREDPOKLADY (Freundlichova)

* Vazebna mista nemuseji byt energeticky rovnocenna



Adsorpce / desorpce Langmuirova adsorpcni izoterma

Freundlichova Langmuirava

2008 ma

Teorie: na povrchu jedina vrstva
molekul, adsorpcCni mista

c. = k.z.c,/(1+k.cy,)
C, ... adsorbované mnozstvi latky
Cy - koncentrace latky v roztoku
k ... adsorpcni koeficient

Z ... pocCet volnych aktivnich center na
povrchu adsorbentu




Adsorpce / desorpce Freundlichova adsorpcni izoterma

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

C. = k.CMl/ n ' Freundlichova

izoterma

k, n ... konstanty

(28. ledna 1880
v Charlottenburg -
30. brezna 1941
v Minneapolis)

e Freundlichova izoterma je nejcastéji empiricky ziskanou zavislosti

e Priadsorpci z plynného prostredi Ize koncentrace nahradit parcialnimi
tlaky

e Hlavni vyuziti naléza adsorpce v chromatografickych metodach



Adsorpce / desorpce Izoterma ,BET*

Popisuje sorpci ¢astic v plynném stavu na pevny povrch pri konstantni teploté
Stephen Brunauer, Paul H. Emmet, Edward Teller

adsorbent




Adsorpce / desorpce
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Fomitopsis pinicola
Lepista nuda
Oudemansiella mucida

60
Cas (min)



Adsorpce / desorpce
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Relative Pressure

Sorpce dusiku na aktivni uhli jako zavislost na relativnim tlaku

Jako nejdrive studovany priklad adsorpce uvadi se odbarvovaci
schopnost dfevéného uhli, kterou poprvé pozoroval Lowitz (1791).

Pozdéji se shledalo, ze i jiné latky o znac¢né rozlehlém povrchu
odstranuji z roztoku nejen barviva, nybrZ i jiné rozpuSténé latky




Destilace

Destilace za snizeného tlaku

(snizenim tlaku nad hladinou
destilované latky se snizi teplota
varu)

Zpravidla se pouziva ,rotacni vakuova

Dasiiaidnl pd 40y



Destilace

Laboratorni rotacni vakuova odparka

Moznost nastaveni :
Teploty

Otacek

Vakua

Soucasti:

Chladic

Rotujici ¢ast

Sbérac destilatu

i N Vod-nl'c,hlazenl'
‘ Olejova pumpa



Sublimace a lyofilizace

Lyofilizace

(mrazova
sublimace;
vymrazovani)
Praktické vyuziti
v biologii je
bézné

Kapalna faze

1. Ochlazeni

Plynna faze

3. Zvyieni teploty

Sublimace

Sublimace

Praktické vyuziti v biologii
je zridkavé




Extrakce (vytrepavani)

Rozdélovaci koeficient

Pow = G / Cw
Co koncentrace latky v organickém rozpoustédle
C,, koncentrace latky ve vode

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



Extrakce (vytrepavani)

Latka

Di-n-octyl phtalate
DDT
Fluoranthene
Diclofenac
Ipubrofen
Cocaine
Benzene
Penicillin V
Atropine
Benzocaine
Vanilin
Doxorubicin
Fluconazole
Caffeine

0,07

Priklady rozdélovacich koeficientl oktanol/voda

log Py, Latka log Py
9,2 Acetic acid -0,30
5,7 Acetonitrile -0,34
5,5 Pyridoxine -0,50
4,4 Riboflavine -1,21
3,5 Salicylic acid -1,22
3,01 Tetracycline -1,3

2,1 Leucine -1,55
2,09 Amoxycillin -1,77
1,89 Ascorbic acid -2,15
1,89 Glucose -3,3
1,19

8:;5) Hodnoty P ,,, poskytuji dobry odhad toho, jak

je latka distribuovana v bunce mezi lipofilni
biomembranou a vodnym cytosolem.



Extrakce (vytrepavani)

Prakticky se provadi v délicich nalevkach

Pravidlo: ,podobné rozpousti podobné“
Rozpoustédla se navzajem nemisi (nerozpousti)
Polarita (relativni permitivita ¢,)



Extrakce

Zakladni rozdéleni extrakce (prevod latky z pevné Ci kapalné matrice do roztoku)
Terminy spiSe z praxe farmaceutl a vyrobct vseho, co je BIO

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

Vytrepavani — extrakce v délicich nalevkach

Kapalina — kapalina
Perforace — kontinualni extrakce kapalin



Extrakce

Soxhletuv extraktor a (hetero) kontinualni
kultivace mikroorganismu

Rozpoustédlo ve spodni barice se zahfivanim
odparuje a kondenzuje uvnitf chladice. Odtud
kape na extrakéni patronu a postupné
zapliuje soxhlet. Po dosazeni hladiny
prepadu rozpoustedlo odteCe do spodni bariky
a soxhlet se pIni znovu. VSechny tyto véci
probihaji samy, staCi jednoduse pocCkat dost
dlouho a pak rovnou sebrat hotovy extrakt, z
kterého dale izolujeme pozadované latky.

ExtrakCni patrona, plnéna pevnym materialem



Extrakce

Soxhletav extraktor a (hetero) kontinualni
kultivace mikroorganismu

Fig. 2 Heterocontinuous cultivation. The apparatus
contains:

1 inlet for sterile substrate solution 2 soil sample 3
vessel for eluate collection 4 column with caustic soda
5 bubble-through vessel with NaOH solution 6
adsorption column with NaOH solution and (6a) glass
spiral tube ensuring CO2 retention 7 vessel for dosing
NaOH and 8 vacuum pump outlet




SFE — superkriticka fluidni extrakce

Srepted

Superkriticka extrakce je zaloZena na rozpustnosti dané slozky v rozpoustédiu
v superkritickém stavu. Tekutina v superkritickém stavu (Supercritical Fluid -
SCF) je velmi mobilni - schopnost rozpousténi se pfiblizuje kapalnym
rozpoustédlim, zatimco penetrace do pevné matrice je usnadnéna
transportnimi vlastnostmi blizicimi se plynu.

NejCastéji se k SFE pouziva k extrakci oxid uhliCity (CO,)



SFE — superkriticka fluidni extrakce

fazovy diagram oxidu uhliéitého

superkriticka
tekutina
kriticky bod ,

tuha

litka |  Kapalima /

-80 0 20 40 60
teplota, “C

pozn. trojny bod COZ2 leZi u tlaku 5,2 atm a teploty — 57 °C. Za tlaku 1 atm prechazi COZ2
pfimo z pevného skupenstvi do plynneho (sublimuje), za atmosférickeho tlaku tedy oxid
uhlic¢ity neexistuje v kapalném skupenstvi



SFE — superkriticka fluidni extrakce

Carbon
Lrioxide

priklady pouziti v_potravinarstvi:
extrakce esencialnich oleju,
odstranovani tukl z ofechu,
odstranuje

se i tuk z bramborovych lupinkd,
diky pouziti oxidu uhliCitého se
obsah tuku snizi o polovinu bez
ztraty chuti

extrakce kofeinu

ostatni
extrakce pesticidu a insekticidd,
terpenu, alkaloidu, lipidU

Extractor
Vessel
Section

CQy Pump
Seclion

Micro-metering Valve

U r_‘rU
SPE

Modifier Pump
(opticnal)




Chromatografie

Podstatou je rozdélovani slozek smési davkovaného vzorku mezi dvéma fazemi
Stacionarni faze je nepohybliva (papir, silikagel, modifikovana celuléza, polymerni
Castice)

Mobilni faze je pohybliva (kapalina — voda, pufry, organicka rozpoustédla, plyn)

Ruzné slozky vzorku se vice ¢i méné ochotné poutaji ke stacionarni fazi

Slozky, které se poutaji vice, se pohybuji pomaleji, slozky, které se poutaji méne,
se pohybuiji rychleji

Historicka metoda, avSak v souCasné dobe je dovedena témér k dokonalosti

Plandarni usporadani (TLC, PC)

Kolonové usporadani (LC, GC)
(HPLC a dalsi)

pik latky & ik lakky B




Tento material je uréen pouze pro vyuku studentd.

This presentation has been scheduled for educational purposes
only.

Pokud ma nekdo 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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