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Kalorimetrija, koja je do nedavna bila rijetko
u upotrebi, dosegla je danas stupanj razvoja koji
tu metodu &ini istrazivackim orudem koje mnogo
obetaje na brojnim podruéjima kemije, biokemi-
je i biologije. U ovom &lanku opisat ée se kratko
suvremeni mikrokalorimetrijski uredaji, principi
na kojima se oni osnivaju te podruéja primjene
mikrokalorimetrijske metode, koja se u novije vri-
jeme naglo Sire i sve &eS€e pojavljuju u literaturi.

Dok su druge analiti¢ke metode fantastiéno uz-
napredovale u posljednjih dvadeset i pet godina,
gotovo zaduduje kako se kalorimetrija znatno teZe
probijala u red modernih istraZivactkih tehnika, jer
je upravo ona jedno od primarnih oruda koje mo-
Zze pomoéi pri studiju kemijskih dogadaja, obja-
Snjavajuéi njihove uzroke i efekte. Razlog vjero-
jatno lezi u tome $to je klasiéna kalorimetrija za-

htijevala velike koli¢ine tvari za ispitivanje, a ve-
¢ina preciznih uredaja za kalorimetrijska mjerenja
bila je sagradena za specifiéne svrhe pojedinih la-
boratorija. Ipak, zanimljivo je napomenuti da ka-
lorimetar kao znanstveni instrument postoji jos
od kraja 18. stoljeéa. U to rano doba sluzio je za
studiranje prirode topline, a u devetnaesiom sto-
ljeéu prvi puta je primijenjen u biologiji (Craw-
fors, Lavoisier i Laplace su studirali toplinske e-
fekte disanja 1870). Kasnije, kad je priroda topli-
ne bila definirana, kalorimetrija je bila izgubila
svoje ugledno mjesto u znanstvenom radu, iako se
kao fizikalno-kemijska tehnika zadrZala u upotre-
bi za studij termodinami¢kih svojstava kemijskih
spojeva.

Moderna kalorimetrija ubraja se medu vrlo
vazne analiti¢ke metode. Njezina osjetljivost mo-
ze se usporedivati sa spektrofotometrijskom, a nje-
zina prednost leZi u tome &to uzorci koji se studi-
raju mogu biti pored pravih otopina i krutine,
suspenzije ili viSefazni sistemi. Kalorimetrija je ta-
koder osnovno orude za rjeSavanje pitanja kemij-
ske termodinamike. Toplinski sadrZaj (entalpija)
je veli¢ina koja je karakteristi¢na i konstantna za
odredenu tvar, kao §to je i njezina molekularna
teZina. Odredi li se jo§ i pokretatka sila reakcije
(Gibbsova slobodna energija) i izratuna promjena
entropije, termodinamic¢ka slika reakecije upotpu-
njena je, a takvo znanje znafajno je jednako za
kemicara i biokemitara. Kad se jednom izmjeri
toplina odredene reakcije, ona se moZe primjenjiva-
ti direktno za analititke svrhe prilikom svakoga
daljnjeg kalorimetrijskog pristupa istom reakcij-
skom sistemu a da se ne pita Sto je tu toplinu uz-
rokovalo. Tako kalorimetrija postaje elegantno a-
nalititko pomagalo. Zeli li se na temelju izmjere-
ne topline graditi cijela termodinamic¢ka slika re-
akcije te traZiti veza izmedu strukturnih pro-
mjena studiranih tvari i termodinamickih para-
metara, ulazi se u vrstu istraZivanja koja ée pru-
Ziti jod nedovoljno sagledano mno$tvo korisnih in-
formacija o kompliciranim kemijskim i biokemij-
skim procesima.
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Do sada su se topline reakcija u veéini sluca-
jeva odredivale indirektno na temelju van’'t Hof-
fovih dijagrama, no tako odredene entalpije nisu
uvijek jednoznaéne vrijednosti za izvodenje me-
hanisti¢kih zakljutaka, osobito kad se radi o bioke-
mijskim procesima. Danas se toplina reakcije mo-
%e mijeriti i onda kad je malena, pa i onda kad se
raspolaze samo s mikromeolarnom koli¢inom ispiti-
vane tvari.

OSNOVNI KALORIMETRIJSKI PRINCIPI

Iako ée se ovdje ogranititi na detaljan opis ko-
mercijalno pristupaénih mikrokalorimetara, ipak
ée se spomenuti i osnovni principi drugih kalori-
metrijskih uredaja koji su do danas bili ili jesu u
upotrebi.

Pet je razli¢itih principa na kojima su kalori-
metri gradeni:

1. izoperibolni kalorimetri ili kalorimetri s o-

kolinom stalne temperature,

2. kalorimetri na osnovi prijelaza agregatnih

stanja,

3. kalorimetri s termoelektriénom pumpom,

4. adijabatski kalorimetri i

5. kondukeijski kalorimetri.
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Slika 1 — Shematski prikaz izoperibolnog Kkaleori-
metra s okelinom stalne temperature

Na slici 1 prikazan je izoperibolni kalorimetar
s okolinom stalne temperature. Princip na kojem
je graden vrlo je jednostavan i u mnogo slutaje-
va najprikladniji za upotrebu. U taj tip kalorime-
tra pripada Dewarov kalorimetar i LKB-precizni
kalorimetar. Osnovni dijelovi izoperibolnog kalo-
rimetra su reakcijska posuda snabdjevena nekim
temperaturnim osjetilom (termistor, jedan ili vi-
%e termoparova), mijeSalicom, kalibriranom grija-
licom i uredajem za otpoéinjanje reakcije (npr.
uredaj za razbijanje ampule).

- Kalorimetrijska posuda uronjena je u termo-
statiranu kupelj i tako je termigki izolirana od o-
koline. Ako se prilikom reakcije toplina razvije
ili apsorbira, u kalorimetrijskoj ¢e jedinici doéido
promjene temperature. Kad bi temperatura cko-
line toéno slijedila temperaturu kalorimetra, ne
bi do§lo do izmjene fopline izmedu reakcijske po-
sude i izolacijskog plasta, i tada bi to bio adijabat-
ski sistem. Kod izoperibolnog kalouimetra postoji-
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temperaturna razlika izmedu kalorimetrijske posude

i okoline, pa valja voditi ratuna o izmjeni topline.
Ako je studirana reakcija endotermna, tempera-
turna promjena moZe se kompenzirati oslobada-
njem odgovarajuée elektriéne energije unutar ka-
lorimetrijske jedinice. Ako je endotermni proces
potpuno kompenziran, nete uopée doéi do izmjene
topline s okolinom, a koli¢ina apsorbirane topline
u studiranom procesu bit ¢e jednaka dovedenoj
elektriénoj energiji. Pri takvom eksperimentu ter-
mometar u kalorimetrijskoj jedinici ne upotreblja-
va se za mjerenje temperaturnih promjena, nego
za kontrolu izotermnih i adijabatskih uvjeta.

Prilikom egzotermnih reakcija korekcije za iz-
mijenu topline s okolinom su neophodno potrebne.
Obi¢no se za to primjenjuje Newtonov zakon hla-
denja u obliku Regnault-Pfaundlerove jednadi-
bel—3,

Izoperibolni kalorimetri najce$ce sluze kao re-
akcijski kalorimetri, kalorimetri za mjerenje to-
plina otapanja ili sagerijevanja, a u najnovije vri-
jeme postoji i mikrokalorimetrijska verzija izo-
peribolnog kalorimetra samo za studiranje endo-
termnih reakcija u otopini.

Slika 2 — Shematski prikaz Bunsenova kalorimefra

Na slici 2 prikazan je Bunsenov kalorimetar
koji je graden na principu prijelaza agregatnih sta-
nja. Kalorimetrijska posuda tijesno je priljublje-
na uz plast ispunjen odredenom &istom tvari, ko-
ja se nalazi u obliku ravnoteZne smjese svoje te-
kucée i1 kristalne faze. U ravnoteZnom stanju dvo-
fazni sistem i kalorimetrijska jedinica ¢&ine izo-
termni sistem na temperaturi taljenja kristalne fa-
ze. Temperaturu okoline treba odrzavati na istoj
temperaturi kao dvofazni plast, jer se tako osigura-
vaju adijabatski uvjeti. Razvijena ili apsorbirana
toplina prilikom reakcije u kalorimetrijskoj jedi-
nici utjete na taljenje ili stvaranje kristalne faze
u dvofaznom plastu. Procese sledivanja ili otapa-
nja prate promjene volumena, koje su proporcio-
nalne toplini reakcije. Promjene volumena mjere
se zivinim manometrom. Prvi Bunsenov kalorime-
tar koristio je u svom dvofaznom plastu smjesu
vode i leda. Vetina dana$njih kalorimetara, grade-
nih na tom principu, koristi u plastu difeniloksid
(difenileter), kojega je talite pri 26,87°C, dakle u
blizini termokemijske referentne temperature
(25°C). Kalorimetri s difeniloksidom osjetljiviii su
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oko tri puta od »ledenih«. U nekim konstrukcija-
ma dvofaznih kalorimetara upotrebljavao se i si-
stem tekuca — plinovita fazad.

Velika je mana Bunsenovih kalorimetara fiksi-
rana radna temperatura, pa se danas takvi kalori-
metri sve rjede upotrebljavaju. Prednost im je
velika osjetljivost pri studiju toplina koje su ve-
zane UZ Spore procese.
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Slika 3 — Shematski prikaz kalorimetra na princi-
pu termoelektriéne pumpe

Na slici 3 shematski je prikazan kalorimetar na
principu termoelekiriéne pumpe. Dok se tempera-
turne promjene pri endotermnom procesu lako mo-
gu kompenzirati dodavanjem elektri¢ne energije,

znatno je teze kompenzirati temperaturne promje- .

ne pri egzotermnom procesu. Postoji ipak mogué-
nost da se toplina razvijena u toku egzotermnog
kemijskog procesa odvede uz pomoé termoelektri-
¢nog hladila koje radi na principu Peltierova efe-
kta. Takav se wuredaj naziva termoelektri¢nom
pumpom: ona prenosi razvijenu toplinu iz reakeij-
ske posude u okolnu termostatiranu kupelj.

Interes za kalorimetrijske uredaje na opisanom
principu znatno je porastao otkako se za elemente
Peltierova efekta upotrebljavaju poluvodi¢i. Dok
izoperibolni kalorimetar precizno radi samo prili-
kom studija endotermnih procesa, jer je tesko iz-
vrSiti potrebne korekcije za izmjenu topline s oko-
linom, kalorimetar na principu termoelektriéne
pumpe omogucuje elektritnu kompenzaciju jed-
nako za procese kod kojih se toplina apsorbira i
procese kod kojih se toplina razvija. Peltierova
pumpa postavljena je izmedu kalorimetrijske je-
dinice i okolne termostatirane kupelji. Efekt hla-
denja (—w) pri svakom spoju proporcionalan je
struji (i) kroz termoclanak.

—w=gm" i

U praksi rashladnom efektu suprotstavlja se
Jouleov efekt grijanja Ri?, koji se pokazuje uzdu
cijeloga strujnog kruga. Takav Jouleov efekt dje-
lomi¢no se prenosi na spojevima i ovisan je o efe-
ktivhom otporu spoja ().

—w=g-i—r-i

Ako termotlanak ne okruZuje potpuno kalori-
metrijsku posudu, osobitu paZnju treba posvetiti
dobrom mijeSanju.
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Slika 4 — Shematski prikaz adijabatskog kalerime-
tra

Slika 4 pokazuje adijabatski kalorimetar. Iz-
jednatuje li se temperatura okoline konstantno s
temperaturom kalorimetrijske posude, neée doéido
izmjene topline. Kod egzotermnih procesa to se
postiZe ugradivanjem adijabatskog &titnika izmedu
kalorimetrijske jedinice i termostatirane kupelji.
Temperaturna razlika izmedu adijabatskog $titni-
ka i reakcijske posude stalno se dri na nuli razvi-
janjem odgovarajuée topline pomoéu grijata u
Stitniku. Razlika u temperaturi kontrolira se ter-
moparovima, a u modernim konstrukcijama toga
tipa kalorimetra efekt $titnika regulira se auto-
matski. Princip adijabatskog Stitnika koristi se u
mnogim vrlo vainim kalorimetrijskim uredajima,
posebno onim koji su namijenjeni studiju dugo-
trajnih procesa pri temperaturama znatno razlidi-
tim od sobne. Ovamo pripadaju npr. kalorimetri za
mjerenje toplinskog kapaciteta pri niskim tempe-
raturama. Kalorimetri s adijabatskim 3Stitnikom
neke su vrsti komplementarni uredaji izoperibol-
nim kalorimetrima.
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Slika 5 — Shematski prikaz kondukeijskog kalori-
metra

Slika 5 prikazuje primjer kondukcijskog kalori-
metra, gradenog na principu termoelektriéne kon-
dukcije (»heat leakage«-princip). Kod takvih kalo-
rimetrijskih uredaja obi¢no dolazi do vrlo brzog
prijenosa topline izmedu kalorimetrijske jedinice i
toplinskog spremnika, bez obzira je li studiran pro-
ces endo- ili egzoterman. VaZno je da sva toplina
koja prijede u bilo kojem smjeru bude registrira-
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na. U praksi se to obi¢no omoguéuje okruZivanjem
kalorimetrijske posude serijom termoparova. To-
plinski tok izmedu reakcijske posude i okoline
proporcionalan je razlici njihovih srednjih tempe-
ratura:

gtg::Kl 'ATm

Buduéi da je i napon termoé¢lanka proporciona-
lan istoj temperaturnoj razlici (V =K, - A Tp), sli-
jedi da je toplinski tok dQ = KV dt, odnosno da
je ukupni prijelaz topline

Q=K([Vadt

Kako se promjena napona u veéini modernih
uredaja automatski registrira, integral { V dt jed-
nak je povrdini ispod zabiljeZene krivulje s koordi-
natama napon i vrijeme. Princip termoelektritne
kondukcije bio je najpopularniji prilikom konstru-
keije mikrokalorimetrijskih uredaja. Nalazi se u
Tian-Calvetovu kalorimetru u kombinaciji s prin-
cipom termoelekiri¢ne pumpe, u Benzingerovu
(Beckmanovu) i LKB-mikrokalorimetrima.

OSNOVNI KALORIMETRIJSKI UREDAJI

Zatvoreni i otvoreni kalorimetri

Zatvorena reakcijska posuda obi¢no ima oblik
bombe koja se moZe oduprijeti pritisku od neko-
liko atmosfera. Najpoznatiji predstavnik zatvore-
nog tipa kalorimetra je kalorimetar za mjerenje
toplina sagorijevanja. U zatvorenom kalorimetar-
skom bloku volumen je konstantan i zbog toga ¢e
izmjerena toplina odredenog procesa biti u stvari
jednaka promjeni unutrad$nje energije sistema.
Veéina kalorimetara otvoreni su sistemi, kod ko-
jih se sadrZaj kalorimetrijske posude nalazi na
atmosferskom pritisku, a kalorimetrijsko se mje-
renje izvodi pri konstantnom pritisku. U otvore-
nom sistemu izmjerena toplina reakcije jednaka
je promjeni entalpije. Razlika izmedu promjene
unutrasnje energije AU i promjene entalpije AH bit
ée znacajna samo kod procesa u kojima sudjeluju
plinovi, tj. kod procesa kod kojih se plinovi stva-
raju ili apsorbiraju.

Kalorimetri s jednom ili dvije kalorimetrijske
jedinice

Kalorimetrijski uredaj moZe imati jednu ili
dvije kalorimetrijske jedinice. Dok je sistem s jed-
nom jedinicom mehani¢ki veoma jednostavan,
kompliciraniji dvojediniéni sistem daleko ga nad-
maguje svojim prednostima. U mikrokalorimetrij-
skim uredajima, gdje se traZi izuzetna osjetljivost
mjerenja, na¢i ¢e se samo dvojedini¢ni (diferenci-
jalni) sistem.

Proces koji se studira moZe se odvijati samo u
jednoj od kalorimetrijskih posuda, dok je druga
napunjena referentnim 1ili inertnim sistemom.
Ako su dvije kalorimetrijske posude izgradene kao
savrieni dvojnici, moZe se ofekivati da ée smetnje
$to ih uzrokuje okolina jednako djelovati na obje
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posude. Kako se prilikom mjerenja registrira u
stvari diferencijalni signal izmedu dviju serija ter-
moparova, koje pripadaju dvjema kalorimetrij-
skim jedinicama, smetnje okoline bit ¢e iskljuce-
ne. U diferencijalnom kalorimetru moZe se isto-
vremeno izvoditi reakeija u jednoj posudi, a pro-
ces otapanja u drugoj.

Katkad se takav kalorimetar upotrebljava kao
termidka vaga. Egzotermni proces, koji se odvija
u jednoj posudi, moZe se simulirati u drugoj do-
vodenjem elektriéne energije, tako da temperatu-
ra obiju posuda bude jednaka. U slu¢aju savrSenih
dvojnika toplina dovedena referentnoj kalorime-
trijskoj jedinici bit ée jednaka razvijenoj toplini u
reakeijskoj posudi, a pri tome ¢ée opet smetnje o-
koline biti iskljuene.

Kalorimetri s jednokratnim punjenjem i
protoéni kalorimetri

Zele 1i se pri kalorimetrijskom eksperimentu
pomijeSati dvije ili viSe reakcijskih komponena-
ta, ¢ini se to obi¢no metodom razbijanja ampule,
prikladno konstruiranom biretom ili mijeSanjem
sadrzaja dvaju odijeljenih pretinaca. Takvi po-
stupei nazivaju se postupcima s jednokratnim
(diskretnim) punjenjem (»batch«-postupci).

Druga je mogutnost da se reakcijske kompo-
nente pomijefaju uz pomo¢ tehnike kontinuiranog
ili zaustavljenog toka (»stopped flow«). Protoéno
mijeSanje ima mnoge prednosti i danas se na po-
druéju mikrokalorimetrije takva tehnika Cesto ko-
risti, osobito prilikom primjene kalorimetrijskih
mjerenja za analiticke svrhe. Protoéni kalorimetri
bit ée mnogo prikladniji za automatsko rukova-
nje od kalorimetra s jednokratnim punjenjem, a
u buduénosti, vjeruje se, imat ¢ée i takvu osjetlji-
vost i to¢nost kao »batch«-uredaji.

Kritiéni dio kalorimetra s jednokratnim punje-
njem jest uredaj za otpot¢injanje reakcije. Kon-
strukecija tog uredaja osobito je vaina kod mikro-
kalorimetrijskih instrumenata.

Suvremeni uredaji, za koje se smatra da uzro-
kuju minimalne termi€ke smetnje, sadrZavaju o-
tvorene pretince, u kojima se reakcijske otopine
nalaze odijeljene prije reakcije, a mijeSanje se po-
stize rotiranjem cijeloga kalorimetrijskog bloka.
U takvu uredaju reakeijska posuda sadrzava pri-
litno wveliku koli¢inu plinovite faze, koja moZe i-
zazvati komplikacije pri mjerenju toplina mijefa-
nja ili razrjedivanja. U protoénom kalorimetru o-
biéno nema plinovite faze, pa su takvi instrumen-
ti upravo idealni za mjerenja toplina mijeSanja i
razrjedivanja.

Ako se radi s vrlo razrijedenim otopinama, kod
uredaja s diskretnim punjenjem mogu doéi do iz-
raZaja i efekti adsorpcije. Prilikom protoénog po-
stupka uspostavit ¢e se odredeno stacionarno sta-
nje (»steady state«) i povrsinski efekti bit ¢e isklju-
ceni.

Kalorimetrijska mjerenja na »batch«-uredaju
mogu se provoditi pri reakecijskim procesima koji
su trenuta¢ni jednako kao pri dugotrajnima. Pri
upotrebi prototnog kalorimetra obitno se zahtije-
va da se reakeija zavrsi unutar kalorimetrijske je-
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dinice u kojoj dolazi do mijeSanja, §to drugim ri-
jetima znaé¢i da reakcijsko vrijeme studirane re-
akcije mora biti kratko u usporedbi s vremenom
zadrZzavanja reakcijske smjese u reakcijskoj posu-
di. Uz pomoé protoénog kalorimetra mogu se ta-
koder izvesti pokusi zaustavljanjem toka (»stopped
flow«). U takvim eksperimentima, jednako kao
kod »batch«-mjerenja, reakcijsko vrijeme nije
kritiéno, ali tofnost mjerenja bit ée znatno sma-
njena u usporedbi s eksperimentima s kontinuira-
nim tokom.

PRIMJERI MIKROKALORIMETRIJSKIH
UREDAJA NA TRZISTU

U posljednjih nekoliko godina mikrokalorime-
trijska instrumentacija naglo se razvija. Veéina
komercijalnih uredaja oblikovana je za rad u bio-
kemiji 1 biologiji. Smatra se da ¢e mikrokalorime-
trija u toku sedamdesetih godina postati osnovno
istraZivatko pomagalo u Zivotopisnim znanostima.
Medu najpoznatije mikrokalorimetre pripada Cal-
vetov mikrokalorimetar, koji se razvio iz Tianova

kalorimetra, a proizvodi ga Setaram, Lyon, Fran-
cuska, zatim Benzingerov kalorimetar, §to ga pro-
izvodi Beckman Instruments Co., Science Division,
Palo Alto, Calif., SAD, i konaéno LKB-mikrokalo-
rimetri koje proizvodi LKB-Produkter, Stockholm-
-Bromma, Svedska, a danas su najsavrieniji mi-
krokalorimetrijski uredaji, gradeni na iskustvima
Calveta, Prata, Benzingera, Kitzingera i Wadséa.

Na slici 6 prikazan je LKB-sbatch«-mikroka-
lorimetar, a na slici 7 protoéni LKB-mikrokalori-
metar. Oba kalorimetra gradena su na principu
termoelektriéne kondukeije s dvije kalorimetrijske
jedinice. U tim kalorimetrima prijelaz topline iz-
medu kalorimetrijskih jedinica i okoline zbiva se
brzo preko plofica termoparova i zbog toga nije
potrebno hladenje na osnovi Peltierova efekta kao
kod mnogih drugih komercijalnih uredaja.

Kod kalorimetra s jednokratnim punjenjem
reakcijski se prostor sastoji od dviju jednakih po-
suda u obliku prizme ili kocke, od kojih je svaka
do odredene visine pregradena zidom, tako da sa-
drzava dva pretinea, jedan od 2,5 i drugi od 5 mi-
lilitara.
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Svakoj kalorimetrijskoj jedinici pripada jedna
takva reakcijska posuda. Reakcijske posude gra-
dene su ili od Pyrex-stakla ili od 18-karatnog zla-
ta. One su u tijesnom termi¢kom kontaktu s fer-
moparovima. Termoparovi oko svake reakcijske
posude spojeni su medusobno u seriju, a dvije po-
stojete serije dviju kalorimetrijskih jedinica spo-
jene su jedna nasuprot drugoj. Plogice termopa-
rova su poluvodika, tzv. termoelekiriéna hladila,
a odlikuju se visokom toplinskom vodljivodéu i ni-
skim elektri¢nim otperom, $to olakSava elekfro-
niéko pojatavanje. Metalni blok, koji okruiuje
dvije kalorimetrijske jedinice, izoliran je stiropo-
rom i prekrit ¢eliénim plastem. Takav kalorime-
trijski blok uronjen je u termostatiranu zraénu
kupelj.

Reagensi, koji su se u poéetku nalazili u odvo-
jenim odjeljcima jedne reakcijske posude, mijeSa-
ju se rotacijom cijeloga kalorimetrijskog bloka.
Instrument se kalibrira elektricki, dovodenjem
poznate koli¢ine Jouleove topline. Grijaé¢ za elek-
tritku kalibraciju smjesten je na pregradni zid u-
nutar reakcijske posude. Razlika u naponu izme-
du termoé¢lanaka reakcijske i referentne jedinice
biljeZi se pisafem nakon prethodnog pojatavanja.
Ona je direktno proporcionalna toplini reakcije.

Q=§dQ=K | Vdt

0 o]

Uredaj za biljeZenje signala s koordinatama
napon-vrijeme snabdjeven je i integratorom, ta-
ko da se izmjerena toplina reakcije dobiva di-
rektno mnoZenjem integrirane krivulje napon-
-vrijeme kalibracijskom konstantom. Osjetljivost
tog mikrokalorimetra je 10 gcal, a tocnost mje-
renja +0,1 do 0,3%, ovisno o trajanju eksperi-
menta i ukupnoj izmjerenoj toplini. Vrijeme u-
ravnoteZenja sistema od unosenja reaktanata u o-
dijeljene pretince reakeijske posude do zapotinja-
nja reakeije varira od 40 do 90 minuta. Tempera-
turna stabilnost zrafne kupelji je £0,001° ako
sobna temperatura ne varira za vie od =£0,5°C.
Za pravilan rad tog instrumenta vrlo je vaZno do-
bro termostatiranje prostorije u kojoj se instru-
ment nalazi.

Protoéni LKB-mikrokalorimetar graden je u
principu analogne »batch«-mikrokalorimetru. On
sadrZzava pored kalorimetrijskih jedinica i jedinicu
za izmjenu topline koja je smjeStena u metalnom
bloku. Jedinica za izmjenu topline gradena je od
zlatnih cijevi ugradenih u metalni blok, tako da
su u dobrom kontaktu s glavnim toplinskim sprem-
nikom. Obje reakcijske posude su protoéne. Jedna
je tzv. jedinica za mjerenje toplina mijeSanja, a
druga za mjerenje toplina u toku protoka. Prva
se upotrebljava za studiranje toplina brzih reak-
cija i toplina mijeSanja, dok se druga upotreblja-
va za spore procese, zapofete izvan kalorimetra.
Reakeijski uzorci upumpavaju se u jednu od kalo-
rimetrijskih jedinica preko jedinice za izmjenu
topline pomoéu pumpa kojima se osigurava kon-
stantna brzina protoka, ali tako da se ta brzina
moZe po volji odabrati.
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Naponski signal, koji se automatski biljeZi za
vrijeme eksperimenta, jest diferencijalni signal
izmedu dviju kalorimetrijskih jedinica, a zabilje-
%en je kao pomak referentne crte koja odgovara
naponskoj razlici nula. Taj pomak direktno je pro-
porcionalan toplinskom efektu studirane reakecije

(slika 8) 1 1
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Slika 8 — Primjeri eksperimentalnih krivulja do-
bivenih pri radu s

a) LKB-protoénim mikrokalorimetrom

b) LKB-mikrokalorimetrom s jednokrat-
nim punjenjem

Ako je poznata brzina protoka (F) i koncentra-
cija tvari u reakcijskim otopinama, moZe se izra-
¢unati koli¢ina reaktanata koji se mijeSaju u jed-
noj sekundi, a znajuéi taj podatak, izradunava se
na temelju izmjerenog toplinskog efekta toplina
reakcije po molu ili gramu reaktanta.

Osjetljivost tog kalorimetra je 0,1 cal/s, toénost
mjerenja oko 1%, a trajanje jednog eksperimenta
oko 15 minuta. Kako reaktanti postizu zeljenu
radnu temperaturu u toku prijelaza preko jedini-
ce za izmjenu topline, kvaliteta rada tog instru-
menta ne ovisi o varijacijama sobne temperature.

Pored spomenutih mikrokalorimetara postoje

jo§ mnoge varijante preciznih kalorimetrijskih u-

redaja, sagradenih u pojedinim laboratorijima, i
opisanih u brojnim primarnim publikacijama, koji
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osim visoke osjetljivosti pruZaju i niz drugih za-
nimljivih moguénosti. Takvi su npr. kalorimetri
za direktno mjerenje toplinskog kapaciteta bilo na
osnovi klizne temperature ili nagle promjene tem-
perature. Ti kalorimetri nisu pobliZe opisani, jer
su gradeni na opisanim principima, a najéeiée tro-
se znatno vide reakcijske otopine nego to dopuita
dana&nja definicija mikrokalorimetrijskog ureda-
ja.

Mikrokalorimetrom se smatra svaki onaj ure-
daj koji za rad ne treba viSe od mikromola ili ne-
koliko mikromolova reaktanata, radi s volumeni-
ma do 10 ml, registrira promjene temperature od
10—7 do 10—#°C, a da ukupna izmjerena toplina pri
jednom pokusu ne prelazi nekoliko milikalorija.

PRIMJENA MIKROKALORIMETRIJE

Vet je u uvodu naglafena dvostruka primjena
mikrokalorimetrije, analiticka i termodinamiéka.
Koriste 1i se mikrokalorimetrijski rezultati za od-
redivanje postotka reakcije, aktivnosti pojedinog
reaktanta ili njegove &istoe, pristup izmjerenoj
toplini je analiti¢ki, Analiziraju li se kalorijski re-
zultati u smislu odredivanja termodinamiékih pa-
rametara, promjene entalpije, entropije i slobodne
energije, te toplinskog kapaciteta odredenog
reakcijskog sistema ili promjene parcijalnog mol-
nog kapaciteta odredene reakcijske komponente,
i ako se na temelju tih parametara stvaraju od-
redeni strukturni ili mehanisti¢ki zakljuéci, pri-
stup mikrokalorimetriji je termodinamiéki.

Kalorimetrija kao termodinamitko orude

Termodinamicka veli¢ina koja se kalorimetrij-
ski najéeSc¢e odreduje jest promjena entalpije. A H.
Odredi li se AH pri razliditim temperaturama,
moZe se izradunati promjena toplinskog kapaci-
teta, A4 C,.

_d4H

dT

AC,

Toplinski kapacitet pri konstantnom pritisku
C, obiéno se odreduje mjerenjem promjene tem-
perature uzrokovane dodatkom poznate koliine
elektritne energije Q.

Q
AT

Zbroj toplinskog kapaciteta odredene &iste tva-
ri i promjene toplinskog kapaciteta prilikom reak-

cije otapanja te tvari jednak je prividnom toplin-
skom kapacitetu te tvari u otopini, ¢ C,.

C,=

PG, =0 +AC,

Mjerenjem te veli¢ine u ovisnosti o koncentra-
ciji otopljene tvari moZe se odrediti parcijalni
molni toplinski kapacitet odredene tvari pri neiz-
mjernom razrjedenju, C,°.

Entropijske vrijednosti procesa koji se zbivaju
u otopinama obi¢no se izvode iz ravnotefnih po-
dataka i entalpijskih vrijednosti.

AG"=—RTInK (K = konstanta ravnoteZe)
AG'=AH'—T AS°

Promjene entalpije mogu se odrediti na dva na-
€ina: kalorimetrijski i na temelju mjerenja kon-
stanti ravnoteZe pri razli¢itim temperaturama.

Do sada je opcenito razmatrano koje se termo-
dinamic¢ke veli¢ine mogu izmjeriti ili izradunati
na temelju izmjerenih podataka. Treba jo§ ukrat-
ko prikazati 3to te veli¢ine znade u osvjetljavanju
mehanizma studiranih reakecija ili struktura po-
jedinih kompliciranih spojeva. Entalpija odredene
reakcije karakteristiéna je veliina za tu reakciju
i zbog toga ta velitina ima iskljli¢ive analiti¢cko
znacenje pri termodinamiéko] analizi procesa. Iz-
mjerena promjena entalpije odredene reakcije jed-
naka je zbroju entalpija svih parcijalnih procesa
koji su se zbili u toku jednog mjerenja. Cesto se
mijenjanjem reakcijskih uvjeta moZe rastaviti u-
kupna promjena entalpije na nekoliko entalpija
definiranih procesa. Tako se, na primjer, pokaza-
lo u kalorimetrijskom studiju inhibicije ribonukle-
aze A 3-citidinmonofosfatom® da je ukupna pro-
mjena entalpije za tu reakciju jednaka zbroju
promjena entalpija vezanih uz protoniranje enzi-
ma i vezivanje pirimidinske baze inhibitora, dok
je A H vezivanja inhibitorskog fosfata zanemarlji-
vo malena. A H protoniranja enzima rastavljena
ie dalje na temelju odgovarajuéih kalorimetrijskih
eksperimenata na A H vezivanja protona i 4 H ve-
zan uz parcijalnu konformacijsku promjenu ribo-
nukleaze A do koje dolazi prilikom protonacije.

Promjena toplinskog kapaciteta mnogo govori
o interakciji tvari i otapala. Nadeno je, na pri-
mjer, da je 4 C,° za prijenos molekule alifatskog
ugljikovodika iz plinovitog stanja u vodenu oto-
pinu uglavnom proporcionalna duZini alifatskog
lanca. ;,Tako je A C,° neke vrste mjera za hidro-
fobnost ima li se u vidu da su alifatski ugljikovo-
dici izrazito hidrofobni. Relacije 4 C,° i hidrofob-
nosti mnogo se primjenjuju u analiziranju struk-
turnih svojstava proteinal® 5
ACL =—=2y(T+34TY). ]

Izvanredno je zanimljiv odnos van’t Hoffove
entalpije i entalpije odredene kalorimetrijski pri
studiju termi¢kih prijelaza konformacija proteina
i nukleinskih kiselina. Slaganje tih dviju entalpija
smatra se dokazom da je prijelaz smotane konfor-
macije u izduZenu direktan, a ne postupan, tj. da
su u svakom ¢asu zastupljene samo smotana i raz-
motana konformacija, dok su populacije polusmo-
tanih konformacija prakti¢ki jednake nulill.

Kalorimetrijska mjerenja nadalje sluZe za stu-
diranje ravnoteZnih procesa i odredivanje njiho-
vih konstanti ravnoteZe, za odredivanje stehiome-
trijskog odnosa reakcijskih komponenata koje u-
laze u ravnotezu. Kako je izmjerena toplina reak-
cije direktna mjera poodmaklosti reakcije, a po-
lozaj ravnoteZe mijenja se promjenom koncen-
tracije reakcijskih komponenata, moguée je na
temelju ovisnosti topline reakcije o koncentraciji
jednog reaktanta (dok je koncentracija drugog
reaktanta stalna) odrediti-i promjenu entalpije i
konstantu ravnoteZe za odredeni proces.
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LI 1 ’
Q Qmaks. Qmaks. K [R-} ]

gdje je Q izmjerena toplina reakcije za odredenu
slobodnu koncentraciju reaktanta R’ Qpaxs. je eks-
trapolirana vrijednost od @ za neizmjernu slobod-
nu koncentraciju reaktanta R’. Slobodna koncen-
tracija reaktanta R’ definirana je izrazom

Q

malks.
gdje je [R,’] ukupna koncentracija reaktanta R’, a
[R,”] ukupna koncentracija reaktanta R”. Ravno-
te¥na konstanta K izraZena je kao konstanta diso-
cijacije kompleksa R'R”.

Takva mjerenja najéefée se primjenjuju pri
studiju inhibicije enzima'!? ¥ te u kemiji kompleks-
nih spojeva.

Pri studiju reakcija u kojima se male moleku-
le vezu na makromolekulu ¢esto se javlja problem
odredivanja njihova stehiometrijskog odnosa. Uz
pretpostavku da postoji n ekvivalentnih i nezavis-
nih mjesta vezivanja na makromolekuli, kalorime-
trija omoguéuje da se jednoznaéno i vrlo jedno-
stavno rijedi pitanje stehiometrijskog odnosa. Naj-
prije se odredi promjena entalpije reakcije, A Hy,
na bazi eksperimenta u kojem se varira koncen-
tracija male molekule, dok je koncentracija ma-
kromolekule stalna. Ta toplina reakcije odgovara
potpunom zasiéenju makromolekule malim mole-
kulama. Zatim se odreduje promjena entalpije
reakeije, 4 Hy, variranjem koncentracije makro-
molekule, pri ¢emu je toplina reakcije ratunata
po molu male molekule i odgovara dakle ftoplini
vezivanja jedne male molekule na makromoleku-
lu. Odnos tih dviju promjena entalpije definiran
je izrazom

BT =R 1-~n

R,

AH, = nAdHy

gdje je n broj malih molekula vezanih na makro-
molekulu.

Zanimljivi se zakljuéci mogu izvoditi na teme-
1ju kalorimetrijskih titracija makromolekula, jer
pojedine kemijski identiéne grupe imaju katkad
razliéite topline protonacije i, ako su one bitno
razli¢ite od tzv. normalne topline protoniranja stu-
dirane grupe, moZe se zakljué¢iti da je uz proces
protonacije vezana 1 odredena konformacijska
promjena.

Kalorimetrija kao analititko orude

Vet je reteno da je razvijena ili apsorbirana
koli¢ina topline odredenog procesa u direktnom
kvantitativnom odnosu s poodmaklosti i intenzi-
tetom reakcije. Kako se s velikom toénosti mogu
odredivati veoma male koli¢ine topline, otito je
da kalorimetrija predstavlja vrlo opéenit analiti-
¢ki princip, koji se moZe primijeniti na sva po-
dru¢ja kemijske i biockemijske analize. VaZno svoj-
stvo kalorimetrijske metode jest ¢injenica da tur-
biditet ili druge opti¢ke smetnje ne predstavljaju
zapreku pri kalorimetrijskim mjerenjima. Pri
studiju bioloskog materijala kalorimetrijski pri-
stup je idealan, jer izmjereni rezultati izviru iz

samoga studiranog objekta a da se nije dirnulo u
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ispitivani sistem dodatkom stranih reagensa, ra-
dijacije ili sl. Budué¢i da je kalorimetrija kao ana-
litidka metoda tako opéenita, ona nije vrlo speci-
fitna metoda. Ta ¢€injenica ¢e katkad uzrokovati
ogranicenost prakti¢ne primjene te metode, medu-
tim prilikom vrlo sloZenih procesa, kao §to su bio-
lo8ki, nespecifidni analiti¢ki pristup sadrii u sebi
znatnu prednost. Na taj naéin mogu se otkriti ne-
poznati ili neocekivani efekti, koji bi ostali pri-
kriveni kojom usko specifi¢nom tehnikom.

Kalorimetar se moZe upotrebljavati kao anali-
ticki instrument prilikom kineti¢kih ispitivanija.
Jedini je zahtjev da kalorimetrijski uredaj registri-
ra promjene znaino brze nego se zbiva studirana
reakcija. Ukoliko se to ne moZe ostvariti, ponekad
je moguce ratunski konstruirati kineti¢ku krivu-
lju iz deformirane kalorimetrijske. Za vrlo brze
procese primijenjuju se metode ustaljenog stanja
(»steady state«), koje omoguéuju istovremeno mje-
renje promjene entalpije i kinetike reakcije, ¢ak
i onda kad je poluvrijeme reakcije samo 10— se-
kundi. '

Zanimljiva primjena mikrokalorimetrije za a-
naliti¢ke svrhe jest izvodenje kalorimetrijskih ti-
tracija proteina radi odredivanja ionizacijskih
konstanti prisutnih funkcionalnih grupa. Dok se
titracijske krivulje pojedinih grupa na proteinu
Cestio prekrivaju i potenciometrijski se ne mogu
razluditi i odrediti pK,-vrijednosti koje su vrlo
blize, kombinacijom kalorimetrijske i potenciome-
trijske metode to je €esto moguce zbog bitno razli-
¢itih toplina protonacije za razlicite funkcmnalne
grupe?.

Odredivanje enzimske aktivnosti i éistote enzi-
ma pripada svakako medu vrlo vazne primjene mi-
krokalorimetrije za analiti¢ke svrhe. Metodu od-
redivanja aktivnosti enzima upotrebom protoéne
mikrokalorimetrije razvili su Monk i Wadsod,
Osnovni pokus izvodi se tako da se otopina ili su-
spenzija enzima pomijeSana sa suviSkom odgova-
rajuteg supstrata upumpava u kalorimetrijsku
jedinicu. U idealnom slu¢aju radi se o reakeiji
nultog reda, barem u odredenom poéetnom vre-
menu, pa u toku protoka dolazi do uspostavljanja
stacionarnog stanja. Toplinski efekt toga stacio-
narnog stanja prevodi se u signal pisa¢a kao pa-
ralelni pomak osnovne crte duz naponske koordi-
nate. Veli¢ina pomaka direktno je proporcionalna
toplinskom uéinku i mjera je za enzimsku aktiv-
nost u danim uvjetima eksperimenta.

Ista je metoda bila primijenjena za mjerenje in-
hibitornog djelovanja organofosformh pesticida na
#iktivnost kolinesterazels

Boivinet i dr.’® odredivali su kalorimetrijski
metaboli¢ki efekt insulina na epidimalno masno
tkivo Stakora, §to uopteno pokazuje kako se mi-
krokalorimetrija mo¥e primijeniti za odredivanje
djelovanja raznih aktivatora ili retardacijskih a-
gensa na Zivotne procese.

- Posebno ftreba istaéi primjenu mikrokalorime-
trije za klini¢ke svrhe. Izradena je, na primjer,
metoda za kvantitativno odredlvan]e leukomta i
trombocita u krvi®l,

Kalorimetrija se pokazala kao vrijedan anali-
ticki instrument pri studiju procesa bakterijskog
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SaZetak

U ovom radu govori se o mikrokalorimetriji, jednoj od novih znanstveno-istra-
Zivatkih tehnika. Prikazane su moguénosti mikrokalorimetrije kao analititke metode
i kao metode za rjeSavanje pitanja kemijske termodinamike. Istaknute su prednosti
mikrokalorimetrije za rad u biokemiji, makromolekularnoj kemiji, kemiji kompleks-
nih spojeva i biologiji. Opisani su suvremeni mikrokalorimetrijski uredaji i principi
na kojima se oni snivaju.
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