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Laboratdrne cvicenie &. 1

Meranie vlastnosti lipidovych monovrstiev na hladine vody

Teoreticka cast

Molekuly povrchovo aktivnych latok, ktoré sa nachadzaji na fazovom rozhrani, moézu za
urcéitych podmienok vytvorit nasyteni adsorbovant vrstvu. Uz roku 1773 si Benjamin
Franklin v§imol, Ze sa vlny na hladine rybnika upokojuji po vyliati ¢ajovej lyzicky oleja.
Vtedy si Franklin este neuvedomil, Ze olej (kyselina olejova) vytvorila na vodnej hladine
monomolekulovil vrstvu. Az o storocie neskér lord Rayleigh vypocital, Zze kyselina olejova
vytvorila vrstvu s hribkou 1,6 nm. Ak poznal objem kvapnutého oleja a velkost pokrytej
plochy, vedel z objemu urcit hribku monovrstvy.
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Obr. 1.1: Vytvorend monovrstva z lipidu bez pritomnosti a v pritomnosti surfaktantu [2].

Pre tento typ experimentov je dblezity vyber vhodnych molekil. V zévislosti od struk-
tury a elektrickych vlastnosti rozdelujeme molekuly na dve skupiny: polédrne a nepoléarne.
Polarne molekuly maji vysoku relativnu permitivitu (e,) a dobre sa rozpustaji v polarnych
rozpustadlach (vo vode). Naproti tomu, nepolarne molekuly st vo vode takmer nerozpustné
[1]. Molekuly latok vytvarajtace typické monovrstvy na povrchu rozhrania voda-vzduch
maju tzv. amfifilny charakter. Pre amfifilné molekuly, napr. lipidy, je typické, ze sa daju
rozlisit polarne (hydrofilné) aj nepolarne (hydrofébne) ¢asti molekuly. Na fazovom rozhrani
voda-vzduch sa molekuly orientuju tak, ako je znazornené na obrazku obr. 1.1. Hydrofilné
¢asti molekuly (karboxylové, hydroxylové, aminové skupiny) st v kontakte s vodou a dlhé
uhlovodikové retazce st obratené kolmo na rozhranie do vzduchu. Kazdy lipid sa sklada
z polarnej hlavicky a nepolarneho konca. Takéto usporiadanie umoznuje molekulam vo
vodnom prostredi vytvorenie aj tzv. lipidovej dvojvrstvy, ktora je zadkladnou stavebnou
jednotkou biologickych membran.

Systematickym vyskumom monovrstiev sa medzi prvymi zaoberali Irvin Langmuir
a Katherine Blodgettova, ktory zistili, Ze plocha, ktort zaberaju amfifilné molekuly, neza-
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visi od dlzky hydrofébneho refazca molekuly, kedZe tieto sa orientuju vertikalne k rovine
hladiny vody. Taktiez vyvinuli metédu na depoziciu monovrstiev molekil na pevny sub-
strat. Zariadenie na meranie vlastnosti organickych monovrstiev a ich depoziciu (vanicka
Langmuira-Blodgettovej) umoziiuje z nameranych zavislosti povrchového tlaku na ploche
na jednu molekulu materialu (izoterma pre dvojrozmerny systém) urcit, ako sa spravaju
rozli¢né molekuly v membranach a modelovat tak biologické vrstvy.

Hydrofébna vrstva je relativne homogénna oblast uhlovodikovych retazcov, ktoré vza-
jomne interaguju prostrednictvom van der Waalsovych sil. V polarnej oblasti si interakcie
roznorodejSie, nakolko sa tu vyskytuju aj dipdlové a elektrostatické sily, pevne viazana
voda a vodikové viizby [1]. Pokial molekuly tvoria kompaktnti monovrstvu, hydrofébne
retazce st orientované spravidla v smere normaly k rozhraniu voda-vzduch.

Skimanie $truktiry a vlastnosti monomolekuldrnych vrstiev je dolezité, nakolko po-
méha lepSie pochopif procesy na biologickych membranach spojené s ich mechanickymi
a transportnymi vlastnostami. Ide o prenos excitacii nervom, vplyv farmakoterapie na ¢in-
nost bunkovych orgdnov, narkézu a pod. Rovnako vyuzivame stidium monomolekuldrnych
vrstiev v zédkladnom vyskume na simulovanie interakcii chemickych latok s membranami
buniek.

Experimentalna cast
Ulohy

1. Pomocou LB vanicky odmerajte izotermu monovrstvy lipidu DPPC a opiste jednot-
livé fazy vznikajticej monovrstvy.

2. Zo ziskanych parametrov urc¢te plochu monovrstvy pripadajicu na jednu molekulu
v tuhej faze.
Pristroje a pomocky
LB vanicka, rukavice, Wilhelmov péasik, pocitac¢, kadicky, odsavacka, striekacka s pevnou
ihlou (typu Hamilton).
Chemikalie

Destilovana voda, lipid — dipalmitoyl fosfatidylcholin DPPC, chloroform.

Opis zariadenia a metéda merania

LB vanicka je uzitocna pri vytvarani tzv. SAM (self-assambled monolayer) samousporia-
danych povrchov na rozhrani subfaza (v nasom pripade voda) — vzduch. Takto vytvorené
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Obr. 1.2: Moznosti depozicie monovrstiev na tuhé substraty [3].

vrstvy nésledne mozu byt prenesené (deponované) na povrchy v dvoch konfiguraciach: oto-
¢ené polarnou alebo nepolarnou ¢astou nahor a v jednej alebo viacerych vrstvach (obr. 1.2).

Zékladné meracie zariadenie sa sklada z vanicky s jednou alebo dvoma bariérami, Wil-
helmovho péasika a nosného ramu (obr. 1.3). Vanicka je vyrobend z vodou nezmécavého
materialu — teflonu. Do vanicky sa po vycisteni naplni destilovanou vodou do vysky tak,
aby vytvorila meniskus nad jej okrajom. Nasledne sa niekolkokrat stlacia bariéry, aby pri-
padné necistoty zostali v strede (na kraji) a mohli byt pomocou odsavacky odstranené.
Wilhelmov pésik je pasik filtracného papiera zaveseny na citlivom mechanizme, umoznu-
juci merat povrchovy tlak, ktory vznikd na rozhrani. Tlak sa meni v zavislosti od vza-
jomnej vzdialenosti a teda silovych interakcii molekil materialu na rozhrani. Este pred
zaCatim merania je potrebné péasik namocit do vody, aby bol rovnomerne nasiaknuty vo-
dou.

Meranie je zalozené na rovnomernom stlacani amfifilnej vrstvy bariérou tak, aby sa
vrstva neposkodila. Pritom sledujeme izotermu, t. j. zévislost povrchového tlaku od plochy
pripadajicej na jednu molekulu materidlu. Ide o dvojrozmernti analégiu izotermy plynu,
kedy sa zaujimame o zdvislost tlaku od objemu. Priebeh tejto krivky opisuje jednotlivé
fazové stavy a mozeme z nej urcit termodynamické a mechanické vlastnosti vrstvy.

Stla¢ané molekuly lipidov prechadzaj pri tvoreni monovrstiev viacerymi fazami (obr. 1.4):
plynnou (G), tekuto-expandovanou (Le), tekuto-kondenzovanou (Lc), tuhou (S). Nésledne
nastava kolaps vrstvy (C). V zavislosti od druhu molekuly a teploty maju izotermy rozliény
priebeh a jednotlivé fazy sa vyskytuju pri rozlicnych povrchovych tlakoch.
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Pouzity DPPC je jeden z druhov fosfolipidu, ktory sa nachadza v biomembranach bu-

niek zivych organizmov. Na rozhraniach buniek tieto molekuly tvoria dvojvrstvu, ktora

oddeluje vnutorné cytoplazmatické prostredie od okolia. Meranim vlastnosti takychto vrs-

tiev sa d4 odhadnit spravanie biomembran za pritomnosti roznych surfaktantov, pripadne

zmeny ich vlastnosti pri zmene okolitych podmienok.

Postup merania a vyhodnotenie

1.

Obr.

LB vanicku dokonale vycistime pomocou chloroformu a Specidlnych bezvldknovych
obruskov. Kazd4 necistota moze viest k problémom s vytvorenim vrstvy.

Pozor! Chloroform je velmi prchava latka, vystavujme sa jej posobeniu len na c¢as
nevyhnutny na vycistenie povrchu.

. Otvorime bariéru a postupne nalievame vodu do vanicky tak, aby vytvorila menis-

kus nad troviiou okraja vanicky. Bariéru zatvorime a z povrchu hladiny odstranime
pritomné necistoty pomocou odsavacky.

Bariéru nechame otvorenti a pomocou hamiltonky aplikujeme pripraveny roztok DPPC
v chloroforme (¢ = 1 mmol/l) v malych kvapkéch na hladinu v objeme asi 100 pl. Malé
kvapky lipidu jemne ukladdame na hladinu vody. PokGiSsame sa zabranit vniknutiu roz-
toku do subfazy.

Pockame 10 min na tplné odparenie chloroformu.
Nastavime rychlost stld¢ania bariéry na hodnotu 20 cm?/min.

Sledujeme vytvorenu krivku fazovych prechodov lipidu az po kolaps vrstvy, kedy
meranie zastavime.

1.3: LB vana: 1 — senzor povrchového tlaku (Wilhelmova platnicka/pésik), 2 — po-

hyblivé bariéry, 3 — vanicka, 4 — ram [3].
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Obr. 1.4: Priebeh izotermy, G — gas, Le — liquid expanded, Lc — liquid condensed, S — solid,
C — collapse [4].

7. Ziskana krivku vyhodnotime z hladiska vznikajtcich fazovych prechodov.

8. Zo ziskanych parametrov uréime plochu monovrstvy pripadajicu na jednu molekulu
v tuhej faze a porovname s hodnotou pre DPPC uvadzanou v literature.
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Transport vody cez biomembrany

Teoreticka cast

Kazda bunka je obklopend bunkovou membranou, ktora udrzuje komponenty bunky izolo-
vané od vonkajsieho prostredia. Slazi tiez ako komunika¢né rozhranie medzi bunkou a jej
prostredim, podiela sa na regulacii toku latok z a do bunky. Transport latok moze byt
realizovany aktivne (prostrednictvom molektl alebo ¢astic) a pasivne (diftzia, osmdza).
Diftizia je samovolné prenikanie ¢astic jednej latky medzi ¢astice druhej latky v smere kon-
centrac¢ného spadu, napr. transport iénov Nat, K*, Ca?" cez bielkovinovy kanal ulozeny
v membrane. Osméza je selektivny transport molekil rozptstadla cez pérovitu (semiper-
meabilntl) membranu do roztoku s vyssou koncentriciou. Pocas tohto procesu dochadza
k zvySeniu tlaku na tej strane membrany, do ktorej prenikd rozpustadlo. Vzniknuty tlak
sa nazyva osmoticky tlak a je definovany

m=cRT (2.1)

kde ¢ je koncentracia roztoku, R = 8,314 J/K . mol je univerzalna plynova konstanta a T'
je termodynamicka teplota.

simple diffusion
——p
Solute
movement

osmosis
D

Water
movement

freely permeable semi-permeable
membrane membrane

a) b)

Obr. 2.5: Transport molekil pri a) diftzii a b) osméze.

Objem kvapaliny, ktory prejde cez membranu za ¢asovu jednotku cez jednotku plochy
sa nazyva objemovy tok materialu .Jy a je definovany

Jy = I + SV, (22)

kde V; je parcidlny molarny objem rozpustadla, V; je parcidlny molarny objem rozpustenej
latky, J) je tok rozpustadla a J je tok rozpustenej latky. Rozdiel rychlosti pohybu latky v,
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a rozpustadla vs sa nazyva vymenny alebo difizny tok Jp:

J,
JD = Vg — U] = = (23)

CS
pricom ¢4 je aritmeticky priemer koncentracii oboch faz. Hydraulicky koeficient vodivosti
Ly, nazyvany aj mechanicky filtra¢ny koeficient, patri k dolezitym charakteristikdim mem-

bran. Mozno ho vypocitat nasledujicim spésobom:

Jv

ILo— Y
VO Ap—An

(2.4)
Ak sa meranie uskutocriuje pri izobarickych podmienkach (Ap = 0) a na ziskanie rozdielu
osmotickych tlakov pouzijeme semipermeabilnii latku, rovnica sa zjednodusi:

Jv

L, =— 2.5

Ar (2.5)
Na zaklade rovnice (2.5) mozno hydraulicky koeficient vodivosti definovat ako pomer medzi
objemovym tokom Jy a rozdielom osmotickych tlakov Am.

V tomto laboratérnom cviceni sa na urcenie termodynamickych transportnych paramet-
rov membrany pouziva Specialne navrhnutd meracia aparatira s kapilarami. Pre objemovy
tok kvapaliny Jy, v kapilare a vzdialenost Al, ktort v nej kvapalina prejde, plati

NES
VT OALS,,

(2.6)

kde Sy je plocha vnitorného prierezu kapilary a Sy, je plocha membrény. Ak je rozpustad-
lom voda a st zachované izobarické podmienky, plati vztah

JV = 7T2Lv (27)

kde 7 je osmoticky tlak roztoku uréeny vztahom (2.1).

Zakladnou podmienkou prezitia buniek je udrzanie rovnovahy v organizme, tento stav
mozno udrzat pomocou reguldcie iénovej rovnovahy a prijmu a vydaju vody. V Tudskom
tele pomocou osmézy dochédza k odstraneniu skodlivych latok z krvi v oblickach, k vstre-
bavaniu vody zalidkom a tenkym ¢revom. Zmenou vonkajSich podmienok v okoli bunky
moze ddjst k naruseniu jej rovnovahy. Ak je bunka vystavena hypertonickym podmienkam
(napr. morskd voda), bunka zvycajne odovzdéva vodu a dochadza k jej scvrknutiu. Na-
opak, pri hypotonickych podmienkach (napr. rieéna voda), bunka spravidla prijima vodu
z okolia a moze dojst k jej prasknutiu. V rastlinach je osméza Ciastoéne zodpovedna za
vstrebavanie podnej vody korenovou sustavou.
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Obr. 2.6: Schéma meracej aparatury.

Experimentalna cast
Ulohy

Experimentalne urcenie transportnych parametrov membran.

Pristroje a pomocky

Meracia aparattira, membrana — platok zemiaka, jablka, cibule (¢ = 10 mm).

Chemikalie

Destilovana voda, roztok sacharézy v koncentracnej oblasti 0,1 — 0,5 mol/1

Opis zariadenia a metéda merania

Meracia aparatira je na obr. 2.6. Membrana je umiestnena medzi meracimi komdérkami,
ktoré st spojené spojovacimi dielmi s horizontalnymi meracimi kapilarami a trojcestnymi
kohutikmi s rezervoarmi prislusnych roztokov.

Meranie vyuziva rozdiel osmotickych tlakov medzi meracimi komorkami. Aparatira
zviditelfiuje objemovy tok Jy, ktory moZno pozorovat prostrednictvom posunu menisku
v meracich kapilarach. Posun menisku (okraj kvapaliny) sa urcuje odé¢itanim hodnoty
na pripojenom milimetrovom pravitku. Casti zariadenia st na oboch stranich symetrické
a upevnené v rovnakej vyske, aby bola splnend podmienka izobarického deja. V tomto
laboratérnom cviceni st ako membrany pouzité platky zemiaka, jablka alebo cibule. Tieto
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biologické objekty nepredstavuji membrany v pravom zmysle slova, ale ide o plosné tka-

nivové vzorky, ktoré majua sériovo zapojené membranové systémy.

Postup merania a vyhodnotenie

1.

Membranu umiestnite na prislusné miesto meracej aparatiry (obr. 2.6) a obe meracie
komorky napliite rovnakymi mnozstvami roztokov I (voda) a II (roztok sacharézy).

Komorky napliite prislusnymi roztokmi tak, aby roztoky v kapilarach dosiahli asi
1/3 az 1/2 dlzky meracich kapilar. Dbajte o to, aby sa tvorilo ¢o najmenej bubliniek
a kontrolujte pribliznt rovnost objemovych zmien v oboch kapilarach.

. Zvolte si ¢asovy interval (napr. kazdd 1 min.), v ktorom zmeriate posun menisku

v kapilare.
Meranie opakujte 3-krat.
Okamzite po skonceni merania celti meraciu aparatiru premyte destilovanou vodou.

Ziskant ¢asovi zéavislost znazornite graficky a vysledok zhodnotte. Udaje potrebné na,
urcenie Jy, (rovnica 2.6): plocha vnitorného prierezu kapilary S, = 1mm?, priemer
kruhovej membrany ¢, = 10 mm, Al je smernica zavislosti [ = f(¢).

Hydraulicky koeficient vodivosti L, kvantifikujte pomocou hodnoty objemového toku
Jy a osmotického tlaku 7 (rovnica 2.7).
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Urcenie hribky membrany z kapacitnych merani

Teoreticka cast

Bunka je najmensou stavebnou a funkénou jednotkou vsetkych zivych organizmov. Ide
o samoreprodukcénti stistavu molekil prietorovo ohranic¢ent tenkou plazmatickou membra-
nou — vrstvou tuku. Stavba membrany je jednoducha: ide o dvojvrstvu lipidovych molekl
s hribkou asi 5 nm, t. j. 50 atémov. Svojimi vlastnostami sa nepodobé ziadnemu materialu,
ktory je znamy z bezného Zivota. Zodpoveda za velké mnozZstvo funkcii. Ked bunka ras-
tie, alebo meni tvar, membrana zvacsuje svoj povrch pridavanim novych membranovych
zloziek bez straty celistvosti a moze sa deformovat bez toho, aby sa potrhala. Lipidova
dvojvrstva je zaklad struktiry bunkovych membréan [6].

Lipidy spajaju v kazdej svojej molekule dve tplne odlisné vlastnosti: maji hydrofilna
hlavicku a dva hydrofébne konce (obr. 3.7). Molekuly, ktoré maji hydrofilné aj hydrofébne
vlastnosti, sa nazyvaji amfipatické alebo amfifilné.

Hydrofobny chvostik

N

Hydrofilna hlavicka

Obr. 3.7: Struktira molekuly lipidu.

Najviac zastipenymi lipidmi v bunkovej membrane st fosfolipidy a z nich je najrozsire-
nejsi fosfatidylcholin. Fosfolipidy sa v ramci dvojvrstvy dokazu pohybovat, moézu podliehat
lateralnej diftizii, rotacii alebo preklapaniu. V Zivo¢isnych membranach je tekutost mem-
brany znizovana pritomnostou cholesterolu, ktory u rastlin alebo kvasiniek chyba. Choles-
terol vypliia medzery medzi susednymi fosfolipidovymi molekulami, ¢im ju speviiuje a robi
z nej vrstvu menej tekuti a menej priepustni. Aj ked je lipidova dvojvrstva zékladnou
fickych funkcii plnia membranové proteiny. U Zivocichov predstavuju asi 50 % hmotnosti

VAcSiny plazmatickych membran, pricom zvysok tvoria lipidy a pomerne maly podiel uhlo-

10
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vodiky [6]. Proteiny st do dvojvrstvy bud zabudované (integralne) alebo adsorbované na
povrch membrany (pripojené periférne). Kazdy z pritomnych proteinov zohrava v mem-
brane ind tlohu (receptory, kanély. .. ). Spravna ¢innost membran je nevyhnutna pri repro-
dukcii a mnohych fyziologickych procesoch. Kontroluju chemické zlozenie a koncentraciu
molektl v jednotlivych bunkovych Struktirach a podielaji sa na prenose informacie.

Sprévanie sa biologickych membran je mozné testovat pomocou umelo vytvorenych
struktur simulujicich bunkovy obal. V pripade vlozenia lipidov do vodnej fazy dochadza
k formovaniu rozli¢nych agregatov, ako napr. micely alebo lipozémy. Ide o skupinu gulovych
lipidovych vrstiev/dvojvrstiev, na ktorych mozno nasledne testovat napriklad prechod ¢
zabudovavanie nanostruktir do buniek. Vezikuly (lipozémy, micely) sa pripravuju rozli¢-
nymi spésobmi. Lipozémy je mozné pripravit tzv. Banghamovou alebo pH gradientovou
metodou.

Na meranie fyzikalnych charakteristik a rozli¢nych interakcii membran s latkami mo-
zeme teda pouzit syntetickii ndhradu biologickych membran (lipozémy) alebo prirodzeny
material, bunky, (napr. erytrocyty).

Zrelé Cervené krvinky (erytrocyty) zaradujeme medzi najSpecializovanejsie bunky Tud-
ského organizmu. Ich hlavnou funkciou je transport krvnych plynov — kyslika Oy a oxidu
uhli¢itého CO,. Nejde o pravé bunky, pretoze v ¢ase dozrievania stratili jadro a aj ostatné
bunkové organely [7]. Ich tvorba prebieha v kostnej dreni. Kostna dreni je mikké tkanivo
vypliiajice vetky vnatorné dutiny kosti. Podla farby rozoznavame Gervent a zlta dreti.
Cervena dreii je hematopoeticky aktivna a jej farba je dani vysokym obsahom ¢ervenych
krviniek. Vsetky krvinky sa odvodzuju z jednej populacie multipotentych hemopoetickych
kmenovych buniek v kostnej dreni. V procese erytropoézy sa bunky diferencuji. Vyslednym
stadiom diferenciécie je retikulocyt, bezjadrova bunka so zvyskami bunkovych organel. Re-
tikulocyt musi eSte tri dni dozrievat, aby sa ako normocyt — zrely erytrocyt mohol uvolnit
do cirkulujicej krvi. Erytropoéza trva priblizne 8 dni [8].

Erytrocyty st bunky tvaru bikonkavneho disku, ktoré maju v priereze piskotovy tvar
(obr. 3.8). Priemer erytrocytu je 7,2 + 0,5 pm, maximalna hrubka je 2,1 pm a minimdalna
1pm [7].

Erytrocyt tvori zo 65% az 70 % voda a na susinu pripadd 30% az 35%, z ¢oho az
95 % predstavuje ¢ervené farbivo hemoglobin. Pocet ¢ervenych krviniek sa pohybuje u Zien
v rozmedzi od 3,8.10'2 do 4,8.10'2 /=1 a u muzov od 4,3.10'2 do 5, 3.10'2 /~1. Rozdielne poéty
erytrocytov medzi pohlaviami spésobuji pohlavné hormény. Androgény (testosterén) vo
vSeobecnosti erytropoézu stimuluje. Estrogény, naopak, produkciu erytropoetinu inhibuju,
z tohto dévodu je podet erytrocytov u zien nizsi [7]. Zivotnost éervenych krviniek je priblizne
120 dni, po ktorych zanikaju v peceni alebo slezine.

V tomto laboratérnom cvi¢eni budeme na charakterizaciu lipidovej dvojvrstvy pouzivat

prave cervené krvinky. Hrubku lipidovej dvojvrstvy membrian moézeme merat pomocou
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7.2+ 0.5 pum

—$ 1-2.1pm

Obr. 3.8: Erytrocyt

elektrickej kapacity erytrocytovej suspenzie. Membréanovi kapacitu uréime zo vztahu:

Cx

Cry = D2 (3.8)

kde D je priemer bunky, ¢, je kapacita dvojvrstvy na jednotku plochy a Cy je kapacita
¢ervenych krviniek. Hribku membrany h uréime z nasledujiceho vztahu:

€0ty

Cm N

(3.9)

o je elektricka konstanta a £, ~ 5 je relativna permitivita vnutra membrany.

Experimentalna cast
Ulohy

1. Odmerajte priemer erytrocytu a ziskantt hodnotu porovnajte s tabulkovou hodnotou.

2. Vypocitajte hrabku membrany erytrocytu pomocou merania plosnej kapacity mem-
brany.
Pristroje a pomocky

Q-meter, komoérka na meranie kapacity, pripojné kable, rukavice, podlozné a krycie sklicka,
mikroskop s digitalnou kamerou, papierové obrusky.

Chemikalie

Suspenzia ¢ervenych krviniek — erytrocytov, etanol, destilovana voda.
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Postup merania a vyhodnotenie

1.

2.

Zmerajte priemer ¢ervenych krviniek pomocou mikroskopu a digitalnej kamery.
Z niekolkych ziskanych priemerov erytrocytov uréte priemernt hodnotu.
Pripravte suspenziu erytrocytovej zmesi na meranie v kapacitnej komorke.

Odmeriame zavislost kapacity erytrocytovej zmesi od frekvencie pre rozsah od 18 MHz
do 35 MHz.

Extrapolaciou zavislosti C'(1/f) odhadnite Cj.

. Vypocitajte kapacitu vody C, a uréte C, = Cy — C, kde C, = gge,,S/d.
. Vypocitajte plosnu kapacitu membrany ¢, podla vztahu (3.8).

. Vypo¢itame hribku membréany erytrocytu h podla vztahu (3.9).

Ziskané vysledky zosumarizujte a porovnajte ich s teoretickymi hodnotami.

Spracovanie vysledkov

Tabulka 3.1: Zéavislost kapacity od frekvencie

Suspenzia erytrocytov
¢. merania 1 2 3 4 )
f (MHz)
C (pF)
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Meranie povrchového napatia v biologickych roztokoch

Teoreticka cast

Povrchové napitie je vlastnost kvapaliny, s ktorou sa stretdvame v nasom kazdodennom
zivote. Mnohé procesy v organizmoch a v prirode, pri ktorych prebiehaji chemické a bio-
chemické reakcie na rozhrani, mozno vysvetlit prave existenciou povrchového napitia, ako
napr. pitie vtakov a vdéiel, tok latok cez xylém v rastlinéch, dychanie u Iudi a prenos chorob
medzi organizmami. Na zaklade struktary sa povrch kvapaliny sprava ako pruzna blana,
¢o umoznuje napr. pohyb hmyzu po jej hladine. Vlastnosti povrchovej vrstvy mozno vy-
svetlit pomocou silového posobenia medzi molekulami kvapaliny. KedZe vzdialenosti sused-
nych molekil v kvapaline st velmi malé (=~ 107'°m), molekuly navzajom silno interaguji.
Z tohto dovodu je potrebné rozliSovat molekuly na povrchu a v objeme kvapaliny (obr. 4.9).
Molekula nachadzajica sa v objeme kvapaliny je obklopena rovnakymi molekulami, ktoré
su rozmiestnené symetricky. Vyslednica prifazlivych sil, ktorymi molekuly posobia na uva-
zovanu molekulu, sa rovna nule. Narozdiel od toho, molekula na povrchu je v kontakte
nielen s molekulami kvapaliny, ale aj s molekulami plynu, ktoré na nu pdsobia povrchovou
silou F.

Saturated vapor

Obr. 4.9: Silové pdsobenie molekul v kvapaline a na rozhrani kvapalina-plyn.

Pretoze koncentracia molekil plynu je mensia ako koncentracia molekul kvapaliny, vy-
slednica sil pésobiacich na molekulu kvapaliny smeruje do vnutra kvapaliny. Vrstva, ktora
tvori rozhranie medzi vnitornym objemom kvapaliny a druhym prostredim, sa nazyva
povrchova vrstva. Nadbytok volnej energie molekil na rozhrani kvapaliny s druhym pro-

14
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stredim, vzhladom na molekuly v objeme kvapaliny, spdsobuji nevykompenzované mole-
kularne sily v povrchovej vrstve. Povrchova energia, ktora pripada na jednotkova plochu
rozhrania sa nazyva povrchové napitie. Povrchové napitie sa rovna praci, ktori musime
vykonat, aby sme zvicsili povrch S rozhrania kvapalina-plyn o 1 m?:

o= (4.10)

kde o je povrchové napitie s jednotkou J/m? po tprave N/m. Z jednotky vyplyva, Ze
napéitie mozeme vyjadrit tiez ako silu, ktorou musime pdsobit na obvod plochy rozhrania
tak, aby sa zvic§il o 1 meter. Existuje niekolko Standardnych metéd merania povrchového
napétia: metéda maximalneho tlaku bublinky, metoda vazenia kvapiek, kapilarna metéda
a iné.

Podla stavu, v ktorom sa kvapalina nachadza, vznik& na jej povrchu dynamické alebo
statické napétie. Ak je kvapalina v pohybe, charakterizuje ju dynamické povrchové napétie
O4yn @ Na jej povrchu vznikd okamzite vytvorené rozhranie, ktoré ma rovnaké zloZenie ako
cely objem kvapaliny. Statické povrchové napitie o4, opisuje rozhranie po ustédleni kva-
paliny, ¢ize v stave adsorpénej rovnovahy. Cisté kvapaliny (napr. voda, alkohol, acetén) sa
vyznacuju rovnakym zlozenim povrchovej vrstvy a celého objemu, preto plati ogyn = Ogtat-
Naopak, roztoky povrchovo aktivnych latok, ktorych molekuly sa skladaji z hydrofilnej
polarnej Casti a hydrofébnej nepolarnej ¢asti, majua zlozenie rozhrania zhodné s ostatnym
objemom kvapaliny iba ak sa vytvara plocha rozhrania. Je to preto, lebo adsorpcia povr-
chovo aktivnych latok prebieha od zaciatku na povrchu rozhrania prostrednictvom prenosu
ich molektl z objemu roztoku a kondi sa za urcitt dobu adsorpénou rovnovahou. V roz-
tokoch povrchovo aktivnych latok, ktoré znizujti povrchové napétie, plati: ogyn < Ogtat
(obr. 4.10).

dynamic surface tension range static ranga
(surfactant absorbing = nonequilibrium) (= equilibrium)

Obr. 4.10: Formovanie adsorpc¢nej rovnovahy po pridani povrchovo aktivnej latky do roz-
toku.

Povrchové javy sa uplatiiuju aj pri procesoch v Tudskom organizme. Telové tekutiny
(napr. krv, mo¢, zalidoéné stavy, plodova voda) obsahuji velké mnozstvo povrchovo ak-
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tivnych 1atok, proteinov a lipidov, ktoré ovplyviiuji ich povrchové napitie. Urovenn povr-
chového napéitia na druhej strane vyrazne vplyva na prietokové vlastnosti tekutin ziizenymi
cestami, napr. v pripade krvnej plazmy jej prietok krvnymi kapilarami a tym vyrazne meni
aj tlakové pomery v krvnom rie¢isti. Krvné plazma mé schopnost znovu obnovit pévodné
povrchové napétie, ak nastalo jeho zniZenie pridanim povrchovo aktivnej latky. Tato vlast-
nost krvnej plazmy je podmienend pritomnostou bielkovin a iénov Ca**. Po reakcii s po-
vrchovo aktivnymi mastnymi kyselinami vytvaraji uvedené iény nerozpustné soli, ktoré
povrchovt aktivitu stracaju. Tento mechanizmus dokonale udrziava prakticky konstantnii
hodnotu povrchového napitia krvnej plazmy. K zmendm povrchového napitia dochadza
iba v pripade vaznych ochoreni. Z tohto dévodu ma meranie povrchového napéitia krvnej
plazmy velky vyznam v klinickej praxi a urcovani diagnoz.

Experimentalna cast
Ulohy
1. Urcenie povrchového napétia destilovanej vody.

2. VysSetrenie ¢asovej zavislosti vplyvu povrchovo aktivnej latky na povrchové napiétie
destilovanej vody.

3. Vysetrenie casovej zavislosti vplyvu povrchovo aktivnej latky na povrchové napétie
krvnej plazmy.

Opis zariadenia a metéda merania

Na meranie povrchového napétia kvapalin je vhodné pouzit dostickovt Wilhelmyho me-
tédu. Tato metdda umoziuje uréit povrchové napitie na zaklade silového posobenia kva-
paliny na tenky filtraény papier presne definovanych rozmerov (obr. 4.11).

Na filtra¢ny papier ponoreny do kvapaliny, ktorej povrchové napétie sa urcuje, posobia
nasledovné sily: tiazova (F,), vatlakova (Fy,) a povrchova (Fp). Vztah

F=F,—F,+F, (4.11)

urcuje velkost vyslednej sily posobiacej na filtra¢ny papier. Pri dodrzani odportéaného
postupu v priebehu merania mozno sily F, a F, eliminovat a priamo ur¢it povrchové
napétie kvapaliny
o= _E (4.12)
2(1+h)

kde [ a h st presne definované parametre fitracného papiera.
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Obr. 4.11: Schéma zariadenia na meranie povrchového napétia: 1 — rameno silomera, 2 —
filtra¢ny papier, 3 — hodinové sklo, 4 — merana kvapalina.

Pristroje a pomocky

Tenzometer NIMA ST9000, hodinové sklo, filtracny papier, pinzeta, mikropipeta, mikros-
triekacka

Chemikalie

Destilovana voda, kyselina stearova, chloroform, krvna plazma

Postup merania a vyhodnotenie

Meranie na tenzometri
1. Zaveste filtra¢ny papier na hacik a umiestnite ho na rameno.
2. Filtra¢ny papier ponorte do kvapaliny a nechajte iplne nasiaknuf.
3. Po nasiaknuti vytiahnite filtra¢ny papier mimo kvapalinu.
4. Vynulujte pristroj pomocou tlacidla ZERO.

5. Opétovne ponorte filtracny papier do kvapaliny a pomaly ho zdvihajte, kym nie je
spodné hrana filtracného papiera v rovine s povrchom kvapaliny.

6. Odcitajte hodnotu povrchového napétia.

Uloha 1: Ur&enie povrchového napatia destilovanej vody

1. Na hodinové sklo napipetujte destilovani vodu.
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2. PodTa priloZzeného postupu odmerajte povrchové napitie.
3. Meranie opakujte 3-krat.

4. Aritmeticky priemer ziskanych hodnot povrchového napiitia destilovanej vody porov-
najte s tabulkovou hodnotou. Pripadné odchylky odévodnite.

Uloha 2: Vysetrenie Casovej zavislosti vplyvu povrchovo aktivnej latky na povrchové napatie
destilovanej vody

1. Na hodinové sklo napipetujte destilovantu vodu a pridajte 1 kvapku kyseliny stearove;j
(prip. inej vyssej karboxylovej kyseliny).

2. Pockajte 5 minit a odmerajte povrchové napétie reakénej zmesi.

3. Zvolte si ¢asovy interval (napr. kazdé 2 mintty), v ktorom vySetrite zévislost vplyvu
povrchovo aktivnej latky na povrchové napéitie destilovanej vody.

4. Ziskanu ¢asovu zévislost znazornite graficky a vysledok zhodnotte.

Uloha 3: Vysetrenie Casovej zavislosti vplyvu povrchovo aktivnej latky na povrchové napatie
krvnej plazmy

1. Na hodinové sklo napipetujte krvnta plazmu.

2. Odmerajte povrchové napétie.

3. Meranie opakujte 3-krat.

4. Na hodinové sklo s krvnou plazmou pridajte 2 kvapky kyseliny stearove;j.
5. Pockajte 1 min. a odmerajte povrchové napitie reakénej zmesi.

6. Zvolte si ¢asovy interval (napr. kazdé 2 min.), v ktorom vySetrite zavislost vplyvu
povrchovo aktivnej latky na povrchové napétie krvnej plazmy.

7. Ziskanu ¢asovu zavislost znazornite graficky a vysledok zhodnoftte.
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Papierova chromatografia

Teoreticka cast

Listy rastlin obsahuji mnozstvo rozmanitych pigmentov. Delia sa na plastidové a va-
kuolové. Plastidové pigmenty st chlorofyly a karotenoidy. Tieto pigmenty st rozpustné
v nepolarnych organickych rozpustadlach, ¢o umoziiuje ich pomerne jednoduchi extrakeiu.
Rastlinné pigmenty boli po prvy krat separované v roku 1903 ruskym vedcom M. S. Cve-
tom, objavitelom chromatografie. Principom tejto metdédy je adsorpcia a separacia zloziek
zmesi medzi stacionarnou a mobilnou fazou. Zlozky migruju roznou rychlostou na zéklade
rozdielnej rozpustnosti v mobilnej faze (rozptstadlo) a rozdielnej afinity k stacionarnej
faze, ¢o vedie k ich separacii.

V tomto laboratornom cviceni pouzijeme na separaciu rastlinnych pigmentov papierovi
chromatografiu. Ako vyplyva z ndzvu, stacionarnou fazou je chromatograficky papier (moze
byt nahradeny filtra¢nym papierom). Mobilna faza je rozptstadlo, popripade zmes rozpts-
tadiel, zvolené tak, aby sa dosiahla najuc¢innejsia separacia. Tato faza vplyvom kapildrnych
sil postupne vzlina po papieri, na ktorom s v jednej linii (tzv. Start) nanesené separovana
zmes a Standardy (t. j. zlozky, ktoré v zmesi o¢akdvame). Po ur¢itom case sa zmes rozdeli
na zlozky, ktoré sa nachadzaji v roznej vzdialenosti od Startu (obr.1).

¢elo mobilnej fazy

@ Start

Obr. 5.12: Schematické znazornenie chromatogramu.

Jednotlivé zlozky zmesi mozno identifikovat na zéklade retarda¢ného faktora Ry, ktory
je charakteristicky pre kazdu separovani zlozku v zavislosti od zvolenej mobilnej fazy. De-
finujeme ho ako pomer vzdialenosti A stredu skvrny separovanej zlozky od startu k vzdia-

lenosti B ¢ela mobilnej fazy od startu:
A
Ry = 5 (5.13)

19
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Mo6ze nadobtdat hodnoty z intervalu (0, 1). Ak Ry = 0, zlozka nemigruje a ostava na Starte.
Ak Ry = 0, tak zlozka migruje s ¢elom mobilnej fazy.

Rozpustadla pouzivané v chromatografii zoradujeme podla rastticej permitivity do elu-
otropického radu: petroléter, izohexan, cyklohexan, tetrachlérmetan, benzén, chloroform,
dietyléter, octan etylovy, aceton, butanol, etanol, metanol, voda, kyselina octova, pyridin.
Pri vybere ¢inidla sa postupuje od stredu radu a postupne sa hladé najvhodnejsie [11]. Ak
st separované zlozky bezfarebné, chromatogram musime najprv ususit a potom nasprejovat
prislusnou selektivne reagujicou latkou, ktora zlozky zafarbi.

Experimentalna cast
Uloha

Separacia rastlinnych pigmentov pomocou papierovej chromatografie.

Opis zariadenia a metéda merania

Pri separacii rastlinnych pigmentov metédou papierovej chromatografie sa vyuziva roz-
dielna pohyblivost jednotlivych pigmentov (chlorofyl a, chlorofyl b, xantofyl, karotén).
Maly objemu roztoku nanesieme na startovaciu liniu chromatogramu, ktory nésledne po-
norime do mobilnej fazy (spravne zvolené rozpustadlo). Chromatogram nechdme vyvijat,
az dovtedy, kym ¢elo mobilnej fazy nedosiahne pozadovani vzdialenost od Startu.

karotén

xantofyl

— chlorofyl a
— chlorofyl b

Obr. 5.13: Papierova chromatografia.



Papierova chromatografia 21

Pristroje a pomocky

Listy lubovolnej zelenej rastliny, porcelanova trecia miska, ti¢ik, chromatograficky /filtraény

papier, noznice, mikropipety, skiimavky, parafilm, kadicky.

Chemikalie

Aceton, petroléter, benzin, benzén, etanol, destilovana voda, chloroform

Postup merania a vyhodnotenie

1.

Extrakcia rastlinnych pigmentov: listy nastrihajte do trecej misky, pridajte 2,5ml
acetonu a rozotrite. Po dokladnej homogenizacii pridajte asi 7,5ml acetéonu. Zmes
nechajte lthovat 15 min. Homogenéat néasledne prefiltrujte.

Chromatograficky /filtra¢ny papier nastrihajte. Rozmery prispdsobte pouzitej ski-
mavke. Asi 1,5cm od dolného okraja chromatografického/filtraéného papiera ceruz-
kou naznacte start.

Mikropipetou naneste na Startovaciu liniu vzorku rastlinného pigmentu v niekolkych
vrstvach (viac ako 6). Kazda vrstvu nechajte zaschnit a az potom nanésajte dalsiu.

Do skiimaviek pripravte jednotlivé mobilné fazy s objemom cca 1ml.

Ponorte chromatografické pruzky do skimaviek s rozpustadlom, tak aby sa miesto so
vzorkou neponorilo do mobilnej fazy. Skimavku uzavrite, aby sa predislo vyparovaniu
rozpustadla.

Chromatografiu ukoncite, ked ¢elo rozpustadla dosiahne 2/3 papiera.

Ceruzkou zakreslite profil jednotlivych zloziek a ¢ela mobilnej fazy. Odmerajte vzdia-
lenost stredu kvrny separovanej zlozky od Startu a vzdialenost ¢ela mobilnej fazy od
Startu.

. Vypocitajte hodnoty Ry a porovnajte jednotlivé vysledky s tabulkovymi hodnotami

v zévislosti od pouzitého rozpustadla. Identifikujte prislusné pigmenty.
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Meranie bioelektrickych signalov v nerve

Teoreticka cast

Generacia a $irenie nervovych vzruchov (signalov v telach zivoéichov), excitacia nervovych
a svalovych buniek patria k najdoélezitejsim prejavom zivych systémov.

Nervovy vzruch sa $iri nervovymi vlaknami — axénmi. Nervova ststavu vyssich orga-
nizmov mozno vSeobecne rozdelit na centralnu a periférnu. Prave periférnu cast nervovej
sustavy, ktora zahrnuje aj axény, sprostredkiiva vzajomny prenos informacii medzi zmyslo-
vymi organmi a svalmi na jednej strane a centralnou nervovou sustavou na strane druhe;j.

Signaly sa mozu axénmi $irit jednak v smere zmyslové organy — centralna nervova
sustava; v tomto pripade hovorime o aferentnych signaloch. Eferentné signaly postupuju
axonmi od centralnej nervovej stustavy k svalom.

Z anatomického hladiska axény st dlhé vyrastky nervovych buniek — neurénov. Sche-
maticky pohlad na neurén je na obrézku 6.14. V nervovej bunke sa schadzaj informécie vo
forme elektrickych signalov prichadzajacich od mnohych susednych neurénov cez spojenia
— synapsy — do jej kratsich vybezkov — dendritov.

Obr. 6.14: Struktara nervovej bunky — neurénu (smer prenosu eferentnych signilov do
svalovych motorickych jednotiek je vyznaceny Sipkou) 1 — dendrit, 2 — synaptické spojenie,
3 — ax6n, 4 — myelinovy obal, 5 — Ranvierove prstence, 6 — jadro neurénu, 7 — zakoncenie
motorického nervu, 8 — svalové vlakno.

22
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Vyskum generacie nervového impulzu a jeho Sirenia v axoéne je v biofyzike stard a tra-
di¢né tloha. Membranovu tedriu excitacie sformuloval v roku 1902 Bernstein. PodTla tejto
tedrie vzruch (excitécia) vznikd v dosledku elektrochemickych procesov lokalizovanych

v membrane nervovych a svalovych buniek. Tieto procesy si viazané na prenos malych
i6nov Na™, K, Cl~ (&iasto¢ne Ca?").

Uz dévno vedci pozorovali, ze nervy a svaly st schopné generovat elektromotorické
napétia — biopotencialy. Elektricka aktivita buniek sa prejavuje vo forme kratkych impul-
zov (~ 1ms) s opakovanou frekvenciou od 10ms. Vo frekvencii a charaktere postupnosti

impulzov je zakédovana prenasana informacia.

Vnutro nervového vldkna sa nazyva axoplazma. Jej merny odpor je zhruba 0,1—1,0 Qm,
t. j. pri vldkne s priemerom 1pm vychadza odpor na 1m dizky 10' az 10'2Q, ¢o je
napr. v porovnani s medenym drétom zhodnych rozmerov hodnota 10%-krat vicsia. Z toho
vyplyva, ze prenos elektrického signalu axoplazmou bez uvazenia aktivnej ilohy membrany

nervového vlakna by nebol mozny.

Pre zivé bunky je charakteristicky rozdiel v koncentréacii iénov Nat, Kt Cl~ na obi-
dvoch strandch ich membran. Tieto koncentracné gradienty jednotlivych iénov st udr-
ziavané v ustalenom stave membrany pomocou mechanizmov aktivneho transportu, pri
ktorom dochadza k prenosu iénov proti elektrochemickému gradientu na tkor vizbovej
energie fosfatovych zlucenin (adenozintrifosfat — ATP) pritomnych v blizkosti membrany.

Elektrické napétie merané ako rozdiel potencidlov na vonkajsej a vnuitornej strane mem-

brany mozno vyjadrit Hodgkin-Katzovym vztahom

_ BT PCi + PaaCia + PaCéy

Ap — . 6.14
PTF U POy + PraCl, + PaCly, (6.14)

kde F je Faradayov naboj, C%, C% st koncetracie prislusnych iénov X zvnttra membréany
(v axoplazme) a zvonka mebrany, Px je permeabilita membrany pre ién X, dana vyrazom
Px = uxRT/(F Az), pri¢om ux je pohyblivost iénov X, Az je hrubka membrény.

V ustalenom stave je pomer permeabilit pre iény Na®t, K*, C1~ nasledovny:

Px:Pna:Pop=1:0,04:045 (6.15)

Po dosadeni hodnét koncentracii z tabulky 6.2 typickych pre nervové vldkno membré-
nové napétie je
APpokojove = +67mV (6.16)

Pri excitdcii axénu dojde k lokdlnej zmene permeability membrany voci iénom Na™t
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Tabulka 6.2: Koncentracie iénov v roznych roztokoch

koncentracia (mmol/kg)

ion axoplazma krv morska voda
K+ 400 20 10
Na® 50 440 460
Cl~ 40 — 150 560 540

(vzrastie az 500-krat). Pomer permeabilit v tomto pripade je

Px:Pna:Pop=1:20:0,45 (6.17)

a membranové napétie

Pexc = —43mV (618)

Rozdiel medzi napéatim membrany v pokoji a pri excitacii sa v literatture casto uvadza
ako akény potencial a jeho hodnota pre rozne axény sa pohybuje v rozmedzi 90 — 120 mV.

Pri depolarizacii iseku membrany vznikaja elektrické prudy, ktoré pretekaju okolitym
prostredim (obr. 6.15). Tieto prudy excituju susedné tiseky membrany.

vonkajsie prostredie

- —
ol - -
- -
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e rareRs

membrana

1
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+
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1
1
1

axoplazma

membrana ez

Obr. 6.15: Elektrické prudy vznikajtce pri depolarizacii iseku axénu

Pri tvorbe potencialu participuju 2 druhy kanalov, selektivne priepustnych pre iony
sodika a draslika. Ich otvdranie sa deje po sebe. V prvej faze excitacie vzrastd permeabi-
lita sodika, v druhej faze (s ¢asovym oneskorenim asi 1ms) permeabilita draslika. Casové
priebehy Pk a Py, st znazornené na obrazku 6.16.

Priebeh membranového napiitia (vonkajsok voc¢i vnitru) s vyznacdenymi etapami je na
obrazku 6.17. Schéma Sirenia excitacie nervovym vlaknom je na obrazku 6.18.

Ak teda snimame potenciél jednej elektrédy umiestnenej v blizkosti vonkajsieho povr-
chu membrany axénu vzhladom na elektrédu zasunuti do vnttra axénu, snimany priebeh
bude zodpovedat priebehu na obr. 6.17 (tzv. jednofazova registracia akéného potencidlu).

Ak snimame elektrické napiitie dvoma elektrédami uloZenymi na povrchu membrany vo
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1 2 3
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Obr. 6.16: Casova zaviskost permeabilit iénov sodika a draslika v procese excitécie tiseku
nervového vlakna

Obr. 6.17: Casova zéavislost membranového napiitia pri excitécii

vzajomnej vzdialenosti A¢, vysledny priebeh dostaneme podla konstrukcie na obr. 6.19
ako rozdiel vzajomne posunutych ¢asovych priebehov z obr. 6.17. Interval At = Al/v, kde
v je rychlost Sirenia sa vzruchu. V tomto pripade hovorime o snimani dvojfadzového akéného
potencialu.

Excitéciu v urc¢itom tseku nervového vldkna (axénu) mozno generovat znizenim jeho
membranového napitia. Pri zniZeni pokojovej hodnoty o menej ako 20 mV (tzv. podprahova
excitdcia) membranovy potencidl sa vrati na svoju povodni hodnotu. No pri prekroceni
tejto hranice dochadza k depolarizacii membrany spojenej so vSetkymi dejmi opisanymi
v predchédzajiucom texte. Velkost depolarizacného napiitia uz nezavisi od velkosti primér-
nej nadprahovej excitacie na danom tseku axénu.
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Obr. 6.18: Mechanizmus Sirenia excitacie axénom

g
I~

Us f-¥:

Obr. 6.19: Casovy priebeh potencidlov a meraného napitia pri aplikacii dvoch meracich
elektréd na povrch axénu

Experimentalna cast

Uloha

Pre vypreparovany nerv skokana zeleného meranim stanovte rychlost Sirenia sa excitécie,
zévislost prahovej hodnoty amplitidy stimulacii od frekvencie a z frekvenénych merani
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odhadnite dobu refrakterity nervu. Pri registracii jednofazového akéného potencialu urcte

jeho amplitidu pomocou kalibra¢nych impulzov.

Opis zariadenia a metéda merania

Merania akénych potencidlov v laboratérnej praci vykonavame na nerve izolovanom zo
skokana zeleného. Z anatomického hladiska nerv sa skladd zo zvizku stbeZnych axénov
niekolkych nervovych buniek obalenych vonkajSou membranou. Merané elektrické veliciny
budu teda zodpovedat kolektivnemu spravaniu spojenych nervovych vlakien v ramci daného
nervu.

Vlastn4 meracia komérka je znazornena na obr. 6.20. Je vyrobend z plexiskla, elek-
trédy st platinové. Generaciu impulzu (akéného potencidlu) vykondme dvojicou elektréd
1 a 2 (tzv. stimula¢né elektrédy), na ktoré st privedené impulzy z impulzového generétora.
Druhy péar meracich elektréd (4 a 5) umoziiuje dvojfazové snimanie akéného potencidlu
nervu. Umiestnenie dvojice 4 a 5 mozno menit posunom dosticky vo vodiacich drazkach,
a tym mozn o prispdsobit vzajomnt vzdialenost dvojic elektréd podla dlzky biologického
prepardtu. Medzi dvojicou dréazdiacich sa meracich elektréd je uzemnena platnicka. Jej
ulohou je odstranenie artefaktu drazdenia, ktory sa pri elektrickej stimulacii Siri povrchom
vlhkého nervu a meni odozvu registrovani na elektrédach 4 a 5.

skleny kryt

/o
2 s

TV

Obr. 6.20: Meracia komorka na snimanie akénych potencialov nervov (opis prvkov 1 — 6 je
uvedeny v texte)

Pristroje a pomocky

Dvojlucovy osciloskop, impulzovy generator, meracia komorka na snimanie akénych poten-

cidlov nervov, zosililova¢, Ringerov roztok, vypreparovany nerv
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Postup merania a vyhodnotenie

Dvojfazovy akény potencial nervu meriame v zapojeni podla schémy na obr. 6.21.

Y. Y,
stimulator
(impulzny <
generator}
zosilfovac
nery
Yy v L\
I
e

Obr. 6.21: Schéma zapojenia pre meranie akénych potencialov

Preparat umiestnime na elektrédy, pricom polohu dvojice meracich elektréod volime
podla jeho dizky. Dbame na dobry styk nervu s uzemnenou platnickou, aby sme pri regis-
tracii odstranili artefakt stimulécie.

Stimulaciu uskutocnujeme vhodnym impulzovym generatorom pravouhlych impulzov
s nastavenou opakovacou frekvenciou f = 50Hz, amplitidou A = 0,5V, Sirkou impulzov
do A = 1ms. ZvySujeme amplitidu stimula¢nych impulzov a zapiSeme prahovi amplitadu
stimulécie, ked zaregistrujeme prvy signél na meracich elektrédach. Pri dalSom zvySovani
amplitidy velkost odozvy narasté (dochadza k zapdjaniu do ¢innosti dalsich nervovych vla-
kien zo zvéizku v nerve) az po maximéalnu hodnotu. Pri vyssich amplitidach stimula¢nych
impulzov odozva zostdva konstantnd. Pre dalSie merania nastavime najmensiu amplitadu
stimulécie, ked pozorujeme maximalny akény potencial.

Casovo zosynchronizuje, oba priebehy na osciloskope (privedenim identickych impulzov
na oba vstupy Y7 a Y3) a zmeriame odstup medzi stimuléciou a odozvou v horizontalnom
smere. Na zaklade znadmej frekvencie stimuldcie (50 Hz) urobime prepocet zmeraného od-
stupu (S5) na ¢asovy interval (7).

Rychlost Sirenia vzruchu nervom vypodcitame zo vztahu

w2 (6.19)

kde d je vzdialenost stredov stimula¢nej a meracej dvojice elektréd.
Meranie opakujeme 10-krat pri zvysujucej sa amplitide stimulacnych impulzov az po
dvojnasobnu hodnotu povodne;j.

Namerané hodnoty zapiseme do tabulky a uré¢ime priemernt hodnotu rychlosti. V dal-
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som merani pri nastavenej hodnote Sirky stimulacnych impulzov A zistime frekvenéni
zavislost prahovej hodnoty amplitidy stimulacii. Uskuto¢nime 15 merani pre frekvencie do
100 Hz. Uvedent zavislost znazornime graficky. Pri dalsom zvySovani frekvencie stimulacii
nad hranicu 100 Hz odhadneme dobu refrakterity nervu.

Porusenim nervu medzi meracimi elektrédami (rozrezanim, priloZzenim rozZeravenej
ihly) zaregistrujeme pri Standardnych podmienkach stimulacie (prva ¢ast merania) jedno-
fazovy akény potencial. Na zaklade privedenych kalibra¢nych impulzov ur¢ime amplitidu

takto registrovaného akéného potencialu.



Laboratdrne cvicenie &. 7

Stadium absorpénych spektier rastlinnych pigmentov

Teoreticka cast

Najdolezitejsim predpokladom pre spravny priebeh zivotnych funkcii organizmov je pre-
mena chemickej resp. slnecnej energie na energiu organizmu vlastni. Vacsina rastlin a nie-
ktoré baktérie maju fotosynteticky systém, pomocou ktorého st schopné prijimaf a premie-
nat energiu zo slneéného Ziarenia. Fotosynteticky systém musi zahfiiat molekuly schopné
absorbovaf svetelné kvanta, prendsat energiu na iné molekuly a vediet sa navratit do za-
kladného stavu tak, aby molekuly boli znovu schopné absorpcie. Pri zelenych rastlinach
plni tato funkciu chlorofyl. Chlorofyl sa vyskytuje v piatich mierne odlisnjch forméach.
Jedna rastlina najcastejsie obsahuje niekolko jeho foriem [1]. Farbiva absorbujice viditelné
spektrum sa dolezité aj pre spravnu funkcionalitu zraku zivocichov.

Rastlinné farbiva st latky obsiahnuté v rastlinach, ktoré maji schopnost absorbovat
elektromagnetické spektrum z ultrafialovej a viditelnej oblasti. Podla typu rozpustadla
delime rastlinné farbiva na hydrochrémy a lipochrémy. Hydrochrémy st pigmenty bunkove;j
Stavy a vyznacuju sa rozpustnostou vo vode alebo v polarnych rozpustadlach. Lipochrémy
st pigmenty plastidov, preto si rozpustné len v tukoch [16].

Hydrochrémy su lokalizované vo vakuolach rastlinnych buniek. Nachadzaju sa v plo-
doch, listoch a kvetoch. Jedna sa o chalkény, flavony, aeurony a antokyany, ktoré spdsobuju
ich cervené, modré alebo fialové zafarbenie. Farbu urcuje pH prostredia, v ktorom sa na-
chadzaju [16].

Do skupiny lipochrémov zaradujeme chlorofyly, fykobyliny a karotenoidy. Chlorofyly
sa nachadzaju v chloroplastoch rastlin a st to horc¢ikové derivaty porfyrinu. Hraju dolezita
ulohu vo fotosyntéze. Fykobyliny sa vyskytuju pri nizsich vyvojovych stadiach rastlin napr.
machy a liSajniky. Karotenoidy st nenasytené uhlovodiky, ktoré obsahuji chromoplasty.
Do tejto skupiny patria karotény, pre ktoré je typicka oranzova farba a xantofyly s typickou
zltou farbou. Na obrazku obr. 7.22 st chemické vzorce chlorofylu, karotenoidu a antokyanu
[16].

Molekula chlorofylu (obr. 7.22) pozostéava zo 4 pyrolovych jadier, umiestnenych okolo
centralneho atému kovu horcika. Takato Struktira mé podobu molekuly hemoglobinu.
Horcik mozeme z vizby uvolnit opatrne hydrolyzou napriklad kyselinou oxélovou a vznikne
feofytin. Styri pyrolové jadrd majt konjugovany 7-elektrénovy systém vdaka striedajticim
sa jednoduchym a dvojitym vizbam. Prave tento systém je mozné vzbudit pomerne nizkymi
davkami energie. Z tohto déovodu mé chlorofyl schopnost absorbovat kvanta dlhovinného
Ziarenia viditelného svetla a na ¢as t ~ 5.107%s tieto kvantd akumulovat. Ak by nedoslo
k zadrzaniu energie, uvolnila by sa vo forme Ziarenia alebo tepla. V pripade fotosyntézy

30
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Obr. 7.22: Chlorofyl [17].

Obr. 7.23: Karotenoid [18].
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Obr. 7.24: Antokyan [19].

by to bolo nevyhodné, lebo nahromadena energia sa vyuziva ako hnacia sila chemickych
procesov syntézy (napr. syntéza ATP) [16].

Karotenoidy (obr. 7.23) zohravaju tlohu vo fotosyntéze ako zachytavace energie. Pomo-
cou fotosystému II ju odovzdavaju chlorofylu, kde sa vyuzije v primarnej faze fotosyntézy.
Karotenoidy okrem ochrany buniek pred nadmernym oziarenim zvysuju aj spektrum vl-
novych dlZok, pri ktorych je systém schopny fotosyntetizovat, maji fotosyntetick funkciu
[1].

Antokyan (obr. 7.24) je vo vode rozpustny pigment. Patri k flavonoidom a vyskytuje
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sa vo forme glykozidov. Ich farba sa meni v zavislosti od pH prostredia, v ktorom sa
nachadzaju. Kyslé roztoky maji cervenu farbu, v neutradlnom prostredi su sfarbené na
fialovo a v zasaditom prostredi sa vyfarbuji na modro. Tieto zltceniny sa mozu pouzit na
identifikaciu zakladnych typov pH. Toto farbivo sa vyskytuje v listoch c¢ervenej kapusty
a v plodoch ¢iernych ribezli [1].

Absorpciou svetelného Ziarenia sa molekula dostéava do vzbudeného stavu. Kazdému

vzbudenému stavu zodpoveda diskrétna energeticka hladina, pricom suma energetickych
hladin jednej molekuly tvori tzv. energeticku Struktiru molekuly (obr. 7.25).
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Obr. 7.25: Energeticka pasova struktira molekuly chlorofylu a znazornujica energiu a prie-
mernu dobu zivota najdolezitejsich vzbudenych stavov (priame Sipky reprezentuju ziarivé
procesy, vlnovky neziarivé procesy) [1].

V tejto struktire sa udava energia kazdého vzbudeného stavu a stredna doba jeho
zivota. Informécie o vlnovjch dizkach kvanta absorbovaného danym typom molekl mozno
ziskat $tidiom absorpéného spektra [16].

Vo vseobecnosti plati, Ze elektromagnetické vinenie, ktoré prechadza urcitym objek-
tom sa zoslabuje absorpciou a rozptylom. Ak svetlo prechddza homogénnym prostredim,
rozptyl je prakticky zanedbatelny a zoslabenie svetla je spdsobené iba absorpciou. Podla
Lambertovho-Beerovho zakona je pri homogénnom zloZzeni média zoslabenie svetla dané
hrubkou preziarenej vrstvy ¢, koncentraciou absorbujicich molekil ¢ a prislusnymi kon-
Stantami timernosti a, a b, pre tieto dva prispevky. Konstanty slizia na charakterizaciu

velkosti svetelnej absorpcie pri uréitej vinovej dizke. Matematicky je mozné vzfahy vyjadrit
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rovnicami:

—dl = Iyaydl (7.20)
—dl = Iphydl (7.21)

kde I je intenzita dopadajiceho monochromatického svetla, dI je zmena intenzity mono-
chromatického svetla, ktoré preslo cez homogénnu absorbujicu vrstvu. Separaciou premen-
nych a integraciou oboch diferencidlnych rovnic v hraniciach od 0 do ¢ pre hrubku vrstvy

a v hraniciach od 0 do ¢ pre koncentraciu dostaneme:

1 1
In 70 = a)/l, In 70 = byc (7.22)

Zlic¢enim rovnic do jednej zavedenim konstanty imernosti € je matematickym vyjadrenim
Lambert-Beerovho zakona.

I = Ipe™* (7.23)

Konstanta tmernosti €, ktord sa nazyva molarny extinkény koeficient (molarna absorpti-
vita, alebo extinkény koeficient), je pre kazdy druh molekil charakteristickd a zavisi od
struktiary molekuly, od fyzikdlno-chemickych podmienok okolia a od vlnovej dlzky Ziarenia.

Dekadicky logaritmus pomeru intenzit sa oznacuje ako absorbancia:
Iy
A =log T=" logT = ecl (7.24)
Lambertov-Beerov zakon plati iba pre monochromatické svetlo a velmi zriedené roztoky,

v ktorych nie st1 absorbujtice molekuly ovplyvnené medzimolekuldrnymi interakciami napr.

tvorbou komplexov.

Pomer /1, sa oznacuje tiez ako priepustnost, transparentnost alebo transmitancia T.

Experimentalna cast
Ulohy

1. Zaznamenajte absorp¢né spektra chlorofylu a karoténu.

2. Analyzou ziskanych absorpénych spektier uréte koncentracie extrahovaného farbiva

z jednotlivych latok.
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Pristroje a pomocky

Transmisny spektrofotometer, maziar, ti¢ik, filtraény papier, noz, kremenné kyvety na me-

ranie transmsie v UV-VIS oblasti, pipety, $picky, kadicky.

Chemikalie

Mrkva, zelené listy rastlin, chloroform (acetén), etanol, destilovana voda.

Opis zariadenia a metéda merania

Na meranie intenzity absorbovaného svetla v roztokoch sa pouziva spektralny fotometer,

ktory pracuje vo viditelnej oblasti. V spektrofotometri je Ziarenie vhodného svetelného

zdroja rozlozené hranolom alebo difrakénou mriezkou. Dalej sa vedie cez skiimant vzorku

az do detektora Ziarenia. Nato¢enim hranola alebo mriezky sa d& nastavif pozadovana

vlnova dlzka svetla. Na zaznam Ziarenia sa pouziva fotodetektor. Vychadzajici fotoprad

je mierou vystupnej intenzity svetla.

Postup merania a vyhodnotenie

1. Material (mrkvu, listy) pripravime a rozdrvime v maziari. Rozdrvené zmesi zalejeme

roztokom chloroformu (aceténu) s objemom 10 ml.

. Extrakt prefiltrujeme cez filtra¢ny papier. V roztoku sa nachadzaji rézne molekularne

formy chlorofylu.

. Extrahované farbivo zriedime na minimalnu hodnotu tak, aby roztok bol slabo za-

farbeny.

.V spektrofotometri najskor zmeriame signal prechadzajici kyvetou, ktora obsahuje

Cisté rozpustadlo. Odéitanim tohto spektra od hodnot nameranych pre roztok farbiva
ziskame absorpc¢né spektrum rozpusteného materialu v roztoku. Ziskané vysledky
zaznamename do grafu. Z hodnot maxima absorbancie ur¢ime koncentraciu farbiv
v roztokoch pouzitim Lambert-Beerovho zédkona. Hodnoty absorpénych koeficientov
pre dané molekuly pre jednotlivé vinové dlzky sa daji najst v tabulkéich. Pre chlorofyl
a je to okolo £, = 111700 cm?/mol pre maximum absorbancie pri vlnovej dlzke
A = 430 nm. Pre karotén je g, = 139 500 cm? /mol pre maximum v okoli A = 450 nm.
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Vyuzitie elipsometrie v biosenzorovych aplikaciach

Teoreticka cast

Spektroskopicka elipsometria s vyuzitim plazménovej rezonancie (SPR — surface plasmon
resonance) je velmi citlivd metéda vhodné na meranie adsorpénych povrchovych procesov,
pri ktorych dochédza k navizovaniu meranych molektl na povrchovo upraveny senzor.
Z optického hladiska hovorime o zmene hribky vrstvy na trovni zlomkov nanometrov,
pripadne ide o nepatrnt zmenu indexu lomu, rddovo 107°. T4to metdda sa v literatire
¢asto uvadza pod nézvom elipsometria uplného vntatorného odrazu (TIRE — total internal
reflection ellipsometry).

Povrchovy plazmodn

Povrchovy plazmén (surface plasmon polariton — SPP) je typ elektromagnetickej viny,
ktord moze za urcitych podmienok vzniknit na rozhrani kovu a dielektrika. Vina sa pohy-
buje po ploche rozhrania a nesiri sa do okolitého prostredia. Jej amplitiida exponencialne
klesa so vzdialenostou od rozhrania, pricom logaritmicky dekrement je na trovni niekolkych
desiatok nanometrov. Takéto vinenie je viazané na rozhranie a okolo neho ma charakter
evanescentnej viny. Je dosledkom interakcie elektromagnetického ziarenia s vodivostnymi
elektréonmi kovu v tesnej blizkosti rozhrania. Ak tieto elektrény kmitaju priecne vzhladom
na rozhranie, nachadzaju sa cast periddy v priestore kovu a dalSiu ¢ast periédy v pries-
tore dielektrika. Lord Rayleigh koncom 19. storocia ukazal, ze takato zmena prostredia
umoznuje vznik stabilnej viny viazanej na rozhranie. Povrchovy plazmén moézeme vybudit
elektromagnetickym Zziarenim (napr. svetlom), ak splnime rezonanénii podmienku

k= W o[ EmEd (8.25)
c\ Em+é&q

kde k je priemet vlnového vektora budiacej elektromagnetickej viny do roviny rozhrania
a zaroven je to vlnovy vektor povrchového plazménu. Vztah (8.25) je disperzny vztah plaz-
monovej viny skomplikovany tym, ze relativna permitivita kovu ey, silne zavisi od frekvencie
w a v pripade generacie plazménu musi byt zaporna. Relativna permitivita dielektrika g4
zavisi od frekvencie len malo, mdzeme ju povazovat za realnu kladni konstantu.

Nakolko je kj vicsie ako vlnovy vektor dopadajicej vlny, nie sme schopni povrchovy
plazmén priamo vybudit. Experimentalna realizécia si vyzaduje pouZitie vhodného vizbo-
vého prvku, napr. optického hranola alebo mriezky.
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Spektroskopicka elipsometria

Elipsometer ako optické zariadenie zaznamenava zmenu stavu polarizovaného svetla po
odraze od meraného povrchu. Vysledkom jedného elipsometrického merania je pomer am-
plitidovych odraznosti p a s polarizovanej viny, ktory je vo vSeobecnosti komplexné ¢islo.
Mozeme ho vyjadrif v exponencidlnom tvare

:—p = tan exp(iA) (8.26)
kde 1) a A st elipsometrické uhly. Vztah (8.26) sa nazyva elipsometrickd rovnica. Spektro-
skopicky elipsometer poskytuje zavislost elispmetrickych uhlov od vlnovej dlzky dopada-
juceho svetla, ¥(A) a A(X). Analyzou tychto spektralnych zéavislosti a rieSenim inverznej
ulohy dokazeme zistif Strukttru objektu, od ktorého sa svetlo pri merani odrazalo. Takto
sa urcuju hrubky tenkych vrstiev a ich komplexné indexy lomu alebo permitivity. Metdda
je natolko citliva, Ze dokéze zaznamenat hrubky tenkych vrstiev rddovo desatin nanometra.

Existuje niekolko konstrukénych typov spektroskopickych elipsometrov. V tomto merani
budeme pracovat so spektroskopickym elipsometrom Horiba Jobin Yvon MM-16, ktory za-
bezpecuje premenlivil polarizaciu dopadajiceho svetla a jeho detekciu pomocou elektricky
ovladanych polarizatorov na baze tekutych krystalov.

Elipsometria povrchovych plazménov

Spojenie spektroskopického elipsometra a povrchovych plazménov mé nazov elipsometria
uplného vnutorného odrazu (TIRE). Vyuzitim elipsometrie a SPR dostédvame experimen-
talnu metédu schopni zaznamenévat velmi malé zmeny na povrchu meranej vzorky, ktoré
sa deju napriklad pri adsorpénych procesoch v biosenzoroch. Schéma merania je na obrazku
8.26. Biele svetlo dopada na vézbovy hranol, pricom na rozhrani sklo a kov dochadza k

uhol |
dopadu i

i MM-16
motorizovany vstupna hlava
goniometer

hranol

MM-16
vystupna
hlava

skleneny ) ¥ T imerzny olej
rie?:)jlt()s\t/?t ! ] 4 = | Auvrstva
P oo . SPR :::::::J—

cela —E‘“‘“-______________- J_

Obr. 8.26: Schéma elipsometrie tiplného vnutorného odrazu — TIRE
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uplnému odrazu. Zaznamenavame odrazivost len o nie¢o men$iu ako 1 a to v oboch pola-
rizaciach. V casti spektra, kde je splnend podmienka plazmoénovej rezonancie, dostavame
v odrazivosti p polarizovaného svetla R, = 757, virazné minimum, pretoze velka cast ener-
gie sa preliala do povrchového plazménu. Elipsometrick rovnicu vzhladom na tplny odraz
v s polarizacii (|rs] = 1) mozno v tomto pripade zjednodusif na tvar

r, ~ tany exp(iA) (8.27)

Ak dbjde k plazmdnovej rezonancii, amplitida tan v dosiahne minimum a v spektre fazy
A sa objavi vyraznd zmena. Na obr. 8.27 je priklad TIRE merania.

§ 0.6} Rp 1150
. Delta o
o 0.4F <
o o
8 11009
Ej 0.2 [ pracovny bod @
Q) b
0.0k 1°0

650 700 750
vinova dlzka nm

Obr. 8.27: Reflektancia p polarizovaného svetla IR, a elipsometricky parameter A pri TIRE.
K excitacii povrchového plazménu dochadza v tomto pripade pri vlnovej dlzke 712 nm.
Rezonancia dopadajiceho svetla s SPP je sprevadzana minimom v spektre odrazivosti
R, nakolko sa vSetka energia dopadajiceho svetla preleje do SPP. Rezonan¢ny charakter
tohto javu je sprevadzany vyraznou zmenou vo faze A. Pracovny bod lezi na linearnej casti
fazovej krivky.

Ak sa ¢okolvek udeje v blizkosti rozhrania kovu a kvapaliny, dochéddza k zmene rezo-
nanc¢nej podmienky a plazmdénové minimum sa posunie, pripadne sa zmeni hodnota pa-
rametra A. KedZe elipsometrické uhly predstavuji amplitidu a fazu komplexnej veliciny
r, v rezonancii, spektrum fazy A je timerné derivacii amplitidy tan podla frekvencie.
Zmeny fazy st preto omnoho vyraznejSie nez zmeny amplitidy a na zvysenie citlivosti
merania je potom mozné namiesto posunu minima odrazivosti pozorovat posun hodnoty
A v pracovnom bode.

Biosenzory

Princip ¢innosti biosenzorov je zalozeny na selektivnom zachytavani $pecifickych molekul
z roztoku. Na substrat sa najprv naviaze senzorickd molekula, tzv. ligand, ktord moze byt
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napr. sekvencia baz molekil DNA alebo RNA (adenin, guanin, cytozin, tymin alebo uracil).
Takto pripravené senzory reaguju iba so Specifickymi biologickymi molekulami v roztokoch.
Naviazanie senzorickej molekuly na substrat, tzv. funkcionalizacia, sa v pripade zlatych
substratov realizuje pomocou tiolovej SH skupiny, ktorti musia obsahovat molekuly ligandu.
Sira vytvara so zlatom kovalentnt vizbu. Substrat sa moze ponorit do roztoku, pripadne
sa vystavi pardam, alebo sa roztok s ligandom neché pretekat priamo v komore biosenzora.
Naésledne sa ocisti ¢istym rozpustadlom, ¢o zabezpedi depoziciu senzorickej monovrstvy.

Na zaciatku zaznamename signdl na pripravenom biosenzore s ¢istym rozpustadlom.
Potom do prietokovej cely rovnomerne vpustame analyzovany roztok, v ktorom chceme
zistit pritomnost konkrétnej biologicky aktivnej latky, tzv. analytu. Ak sa v roztoku takéto
molekuly nachadzaji, naviazuja sa postupne na senzorické molekuly a dochadza k zmene
podmienok generacie povrchového plazménu. Po nasyteni a ustaleni signalu nechdme sys-
témom pretekat opit Cisté rozpustadlo, aby sa odstranili analyty, ktoré nie st naviazané
na senzorické molekuly, ale drzia na substrate pomocou slabsich Van der Waalsovych sil, ¢i
prostrednictvom vodikovych mostikov. Po urcitej dobe sa signal ustali na kone¢nej hodnote.
Ziskame Casovy zaznam signalu, tzv. senzogram ako na obrazku 8.28.

funkcionalizacia : biosenzorové meranie

SPR signal

vysledny
signal

Cisty substrat navazovanie ligandu Cisty roztok navidzovanie analytu : substrat s ligandom ¢as min
Cisty roztok  :roztok s ligandom : . roztok s analytom . aanalytom :
: : : © Cisty roztok

Obr. 8.28: Priklad ¢asového senzogramu s pociatoc¢nou fazou pripravy funkcionalizovaného
substratu. Vyhodnocuje sa rozdiel signalu po naviazani analyzovanej latky voci signalu
s funkcionalizovanym substratom. SPR signal moze byt vlnova dizka minima odrazivosti
R, alebo hodnota elipsometrického parametra A v pracovnom bode.
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Experimentalna cast
Ulohy

1. Odmerajte a vyhodnofte zavislost rezonan¢nej vlnovej dizky SPR od uhla dopadu na
rozhrani zlato-voda alebo etanol.

2. Vyhodnofte zavislost parametra A v prcovhom bode od uhla dopadu.
3. Néajdite kalibra¢nu krivku senzora pre rézne koncentracie etanolu vo vode.

4. Vyhodnoftte citlivost metédy vzhladom na zmenu uhla dopadu a zmenu indexu lomu
kvapaliny v prietokovej cele.

Pristroje a pomocky

Spektroskopicky elipsometer Horiba Jobin-Yvon MM-16, prietokova cela, SPR substrat,
opticky hranol, imerzny olej, elektricky ovladana pumpa so striekackou, hadicky, ampulky,
pipeta.

Chemikalie

Destilovana voda, ¢isty etanol.

Opis zariadenia a metéda merania

Schéma merania sa nachadza na obrazku 8.26. Hlavné meracie zariadenie je spektrosko-
picky elipsometer Horiba Jobin-Yvon MM-16 so spektralnym rozsahom 430 nm az 850 nm
s rozlisenim A\ = 2nm. Presné nastavenie uhlov dopadu zabezpecuje motorizovany goni-
ometer elipsometra, ktory pracuje v rozsahu 45° — 90° s krokom 0,01°. Cinnost elipsometra
je plne automaticka, nastavenie jednotlivych prvkov, riadenie merania a analyzu vysledkov
zabezpecuje softvér DeltaPsi2.

SPR senzor je homogénna vrstva zlata s hriitbkou 42 nm na sklenenom substrate. Ulohu
vizbového prvku plni pravouhly hranol so stvorcovou zékladnou so stranou 10 mm. Mate-
rial substratu a hranolu je optické sklo BK-7.

Rovnomerny prietok analyzovanej kvapaliny zabezpecuje pumpa s mikroposuvnym kon-
tinudlnym motorom, do ktorej sa prichyti injekénd striekacka. Motor pumpy taha piest
striekacky poZzadovanou rychlostou. Hodnota rychlosti sa nastavuje na ovladacom paneli
zariadenia od 1 ul/mim. Kvapalina sa do prietokovej cely dostava cez hadicku ponorent
v ampulke. Poc¢as merania treba zabezecit, aby sa pod substratom nevytvérala stabilna
vzduchova bublina, ktora zabranuje pretekaniu, ale najmé zamedzuje kontaktu kvapaliny
s povrchom senzora. Odstranenie bubliny predstavuje nemaly experimentalny problém.
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Niekedy poméze docasnd zmena rychlosti prietoku. Ak nie, je potrebné celu otvorit, prvky

vyCistit a experiment zopakovat.

Postup merania a vyhodnotenie

1.

10.

Vazbovy hranol polozte na tu stranu substratu, ktora nie je pokryta kovovou vrstvou.
Madzi hranol a substrat kvapnite malé mnozstvo imerzného oleja.

Do prietokovej cely vlozte tesniaci gumovy krazok a umiestnite nan substrat s hra-
nolom. Hranol upevnite pomocou fixa¢ného ramienka.

Prietokovi celu polozte na stolcek elipsometra a nastavte maximélny signal. Uhol
dopadu elipsometra zvolte 82°.

Zapojte prietokovy systém: Do pumpy umiestnite striekacku a pripojte k nej vy-
stupna hadicku z prietokovej cely.

. Ampulku s roztokom umiestnite do drziaka a ponorte do nej vstupnu hadicku prie-

tokovej cely.

Na pumpe nastavte rychlost prietoku 20 ml/min a spustite motor v rezime spdtného
tahu.

Sledujte signdl v elipsometri. Ked kvapalina zaplni prietokovi celu, v spektre signéalu
sa objavi pokles intenzity.

Po ustéleni signalu zaznamenajte elipsometrické meranie.
Mente uhol dopadu po malych krokoch — 0,01° a zaznamenajte sériu merani.

Pripravte roztoky s réznymi koncentraciami etanolu vo vode, merajte pri jednom
uhle dopadu.

Spracovanie vysledkov

Pomocu softvéru DeltaPsi2, ktory je sucastou elipsometra MM-16 exportujte spektra R, ()

a A(X). Identifikujte minimé v spektrach odrazivosti fitovanim extremalnou funkciu (napr.

parabolou). Vyneste grafy zavislosti Aspr od uhla dopadu a od koncentrécie. Pri uhloch

dopadu spracujte posun paramtera A v pracovnom bode a zaznacte hodnoty do grafu

zavislosti od uhla dopadu.

Kvalitativne porovnajte zavislost vinovej dlzky excitacie SPR od koncentracie kvapaliny

s priebehom indexu lomu roztoku etanolu vo vode.
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