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REAKCIJSKA KALORIMETRIJA I NJEZINA
PRIMJENA U BIOKEMIJI, FIZIOLOGIJI
I SRODNIM PODRUCIJIMA

Vi SIMEON

Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada JAZU, Zagreb
(Primljeno 5. VII 1973)

Opisane su najvaZnije vrste kalorimetrijskih uredaja (isoperi-
bolni, adijabatski, isotermni, kondukcijski) i razmotrena njihova

osjetljivost i pouzdanost. Navedeni su primjeri kalorimetrijskih
tehnika, kao termodinamickih i kao analitickih metoda u bioke-
miji, fiziologiji i termobiologiji.

Svaka fizikalna ili kemijska promjena gotovo bez izuzetka biva popra-
¢ena stanovitim toplinskim u¢inkom: ili se pri takovoj promjeni oslobodi
ili se pak utro$i neka koli¢ina topline. Upravo stoga toplinska su mjere-
nja gotovo universalno primjenljiv nagin otkrivanja fizikalnih ili kemij-
skih promjena, a takoder i njihova kvantitativnog proucavanja. Toplin-
ska, to¢nije kalorimetrijska mjerenja mogu biti sama sebi svrhom —
ako istrazivaca zanima energetski vid proutavanoga procesa, — ili pak
mogu biti korisno sredstvo za neku prakti¢nu svrhu (sli jedenje toka pro-
cesa, kvantitativno odredivanje koli¢ine neke tvari itd.).

Universalna primjenljivost kalorimetrijskih mjerenja nije samo njiho-
va odlika, ve¢ ujedno i najvec¢i nedostatak: ta mjerenja nisu naime selek-
tivna, a pogotovu ne specifitna, $to moze oteZati njihovu analiticku
primjenu, ali joj nije nikako nesavladivom preprekom. Druga teskoca
u svezi s tim mjerenjima jest metodi¢ke doti¢no tehni¢ke naravi: mje-
renja topline sve do nedavno bila su razmjerno slabo reproducibilna,
osobito ako je valjalo mjeriti malene koli¢ine topline. U novije vrijeme
razvijen je niz kalorimetara koji se odlikuju visokom osjetljivoscu, ali
— istodobno — i to¢no$céu i preciznoscu jednakom kao kod drugih mjer-
nih metoda. Zbog toga, kalorimetrijske metode sve se viSe primjenjuju,
i to u znanstvenim podruéjima izvan fizike i fizikalne kemije, gdje su
veé dulji niz godina — iako smatrane pomalo eksoti¢nima — bile ipak
donekle udomacene. Tako se npr. kalorimetrija pocinje primjenjivati u
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enzimologiji (kako u enzimskoj analitici tako i za proucavanje energetike
enzimskih reakcija), termobiologiji (osobito malih biljaka i Zivotinja),
bakteriologiji i analitickoj kemiji.

Svrha je ovomu ¢lanku prikazati suvremene mikrokalorimetrijske me-
tode, tj. visoko osjetljive kalorimetrijske postupke (koji ujedno zahtije-
vaju male koli¢ine mjernoga uzorka), njihove teorijske zasade i instru-
mentalnu izvedbu, te njihovu primjenu u biokemiji, (pato)fiziologiji i
srodnim im znanostima. Ovaj prikaz nece obuhvatiti metode kombustij-
ske kalorimetrije (kalorimetrije sagorijevanja), jer je njihova primjena
razmjerno ograniCena, dok druge vrste kalorimetara postaju sve Cesce
upotrebljavan pribor u znanosti i praksi. Na taj nacin zeli se pridonijeti
popularizaciji mikrokalorimetrije, a znanstvene i stru¢ne radnike izvan
podrucja fizike i kemije upozoriti na njezinu korisnost.

OSNOVNA NACELA

Kalorimetrijski uredaji mogu se klasificirati na razli¢ite na¢ine: prema
toplinskim uvjetima, namjeni, agregatnom stanju istrazivanog sistema
itd. Razdioba, koja je nadinjena u ovom radu, osniva sc¢ na toplinskim
uvjetima, jer o njima ponajviSe ovise grada i osobine kalorimetra. Prije
izlaganja te klasifikacije valja napomenuti da ¢e ovdje biti prikazani
samo tzv. reakcijski (mikro)kalorimetri i njihova primjena. To su uredaji
namijenjeni studiju reakcija u tekucoj fazi i oni se najcesde upotreblja-
vaju. Ostale vrste kalorimetrije jesu: evaporacijska kalorimetrija, kalo-
rimetrija otapanja, kombustijska kalorimetrija, kalorimetrija toplinskih
kapaciteta itd.

Tri su osnovna nacina za mjerenje kolic¢ine topline razvijene ili utro-
sene u nekomu fizikalnom ili kemijskom procesu:

a) Mjeri se promjena temperature u uredaju koji je toplinski izoliran
od svoje okoline, tako da s njom izmjenjuje tako mali dio od toplinskog
ucinka proizvedenog u kalorimetru. Ako je pri tom okolina kalorimetra
na stalnoj temperaturi, zove se takav kalorimetar isoperibolnim; ako pak
uopce nema izmjene topline izmedu kalorimetra i njegove okoline, tada
je to adijabatski kalorimetar.

b) Sav se toplinski uéinak proizveden u kalorimetru izmjenjuje s oko-
linom, koja ima stalnu temperaturu, Takvi kalorimetri ne smiju biti ter-
micki izolirani, a nazivaju se isoiermmnima.

c) Veci dio toplinskoga utinka izmjenjuje se s okolinom, a na pri-
kladan nac¢in mjeri se toplinski tok, tj. brzina izmjene topline s okoli-
nom. To su tzv. kondukcijski kalorimetri. Toj vrsti pripadaju gotovo svi
danasnji mikrokalorimetri, dok uredaji sagradeni na adijabatskom, iso-
peribolnom ili isotermnom naéelu ponajéesée sluze za mjerenje vecih
koli¢ina topline (reda veli¢ine 1 cal ili vise).

Mikrokalorimetar se danas definira kao instrument kojim se mogu
mjeriti malene koli¢ine topline (od 0,1 mcal na vide), a njegova je osjet-
ljivost ili, to¢nije, moé razludivanja otprilike 1—10 wcal, dakle nekoliko
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mikrokalorija. Pri tome se podrazumijeva da za mjerenje nije potrebno
vise nego nekoliko mikromolova proucavane tvari, otopljene u malom
volumenu (ne vise od 10—20 cm?) otapala.

Valja reci rijec-dvije o jedinicama kojima se mjere toplinske velicine.
Koli¢ina topline — kao i svaki drugi oblik energije — mjeri se jedini-
com joule (1 J = VAs), a prema medunarodno vazecim propisima (1)
utvrden je odnos termokemijske kalorije (caly,) 1 joulea: 1 caly, = 4,184 7.
Termodinamicka temperatura mjeri se jedinicom kelvin (K), koja je po
iznosu jednaka Celsiusovu stupnju: T/K = t/°C -+ 273,15. U ovom radu
upotrebljava se prigodice — pored sluzbene jedinice J i termokemijska
kalorija, jer se u veoma velikom broju radova upotrijebila ta jedinica.

ISOPERIBOLNI KALORIMETRI

Veéina reakcijskih kalorimetara nize ili srednje osjetljivosti pripada
isoperibolnom tipu. CrteZ jednoga isoperibolnog kalorimetra (2) prika-
zan je na sl. 1.

Kalorimetar se nalazi u termostatu, kojemu se temperatura odrZava
stalnom unutar kojih + 0,0019C, a od termostatskoga medija odijeljen
je izolacijskim plastem, najcesce zrakom, a katkad se taj meduprostor

Sl. 1. Isoperibolni kalorimeter (2): D —

Dewarova posuda, E — poklopac, P —

podnoije, T, H, C. B — cijevi za termistor,

grijalicu, hladilo i biretu s reagensom, R

— brtva, S — mije$alica, M — motor mi-
jesalice
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i evakuira. Mjerenje se izvodi tako da se mjeri promjena temperature
kalorimetra prouzrofena promatranim procesom. To se &ini najéeice s
pomocu jednoga ili nekoliko termoparova (v. kasnije) ili pak nekom vrsti
lzv. otpornog termometra, tj. otpornika kojega je otpor ovisan o tempe-
raturi. Danas se kao otporni termometri najéeiée rabe termistori, koji
imaju temperaturni koeficijent otpora od oko 4%/y/K.

Otpor termistora nije linearno ovisan o temperaturi, nego se pribliZno

ravna po eksponencijalnom izrazu
R=A-e¥7, ()
gdje R oznacuje otpor termistora pri temperaturi T, a A i B su konstante
karakteristicne za dani termistor. No Ig R linearna je funkcija tempera-
ture (3):
T1—T:=C lg (Ri/R.), (2)
pri ¢emu je C = — 1/0,4343 B.

Buduci da se u kalorimetriji mjere promjene temperature, a ne njezi-
na apsolutna vrijednost (ta treba da bude definirana unutar razmjerno
Sirokih granica, recimo + 0,02 K), za crtanje kalorimetrijskih krivulja
dovoljno je crtati zavisnost logaritma otpora u zavisnosti o vremenu.
To naravno vrijedi kada se na bilo koji na¢in mjeri izravno otpor termi-
stora. Moguce je takoder »linearizirali« odziv termistora razli¢itim pri-
kladnim elektri¢kim sklopovima. Najjednostavniji je nacin prikljuciti
termistor kao jednu granu Wheatstoneova mosta (v. sl. 2), na po¢etnoj
temperaturi ugoditi most i kasnije, kako se temperatura mijenja, mjeriti
razliku potencijala u toékama C i D. Umjesto galvanometra G moze se
prikljuciti diferencijalno pojacalo i potenciometrijsko pisalo, pa se tako
dobije kontinualan zapis toka temperature u kalorimetrijskom pokusu.
Razlika potencijala V¢ linearno je ovisna o temperaturi, ako odstupa-
nje od ravnoteze mosta nije preveliko; za promjene temperature manje
od 0.2 K pogreska uslijed nelinearnosti bit ¢e zanemarljivo malena za ve-
¢inu termistora.
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Sl 2. Termometrijski sklop s termistorom u grani Wheatstoneova mosta
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Da bi se iz promjene temperature mogla izra¢unati koli¢ina topline
razvijena ili utroSena u promatranom procesu, potrebno je kalorimetar
bazdariti, $to se redovito Cini tako da se izvede neki proces kojega je
toplinski ucin to¢no poznat; za to obi¢no sluzi Jouleov efekt: kroz grija-
licu poznatoga otpora R pusti se poznata konstantna istosmjerna struja
I, a vrijeme prolaska struje (1) mjeri se to¢nom zapornom urom. Razvi-
jena toplina tada je

Q, = RI2t. (3)

Iskaze li se otpor u chmima, struja u amperima, a vrijeme u sekundama,
Q, ¢e imati dimenzije A% = VAs =],

Poznajuéi toplinu Q, i odgovarajuci porast temeprature AT, te pro-
mjenu temperature 47, uzrokovanu studiranim procesom, moguce je iz-
racunati toplinski ucin toga procesa Q,:

Q,
AT,

Konstanta ¢ naziva se toplinski ekvivalent kalorimetra ili efektivni to-
plinski kapacitet kalorimetra ili kalorimetrijska konstanta.

U isoperibolnom kalorimetru uvijek postoji stanovita razlika izmedu
temperature kalorimetra, 7, i temperature okoline, T,. To znaci da ce
uvijek postojati stanovit toplinski tok iz okoline u kalorimetar (ako je
T, > T) ili, obrnuto, iz kalorimetra u okolinu (ako je T, < T). Stoga ce
i mjerena promjena temperature biti veca ili manja od vrijednosti koja
bi se izmjerila kada ne bi bilo toga toplinskog toka. Na srecu, moguce je
izracunati korekciju za izmjenu topline i dodi do vrijednosti AT, koja je
vrlo to¢na aproksimacija »prave« vrijednosti. Ra¢unanje korekcije za iz-
mijenjenu toplinu osniva se na tzv. Newtonovu »zakonu hladenjac« (v.
kasnije), tj. na pretpostavei da se sva izmijenjena toplina prenosi vode-
njem. Krivulja temperatura-vrijeme, kakva se obi¢no snima pri kalori-
metrijskim pokusima, prikazana je na sl. 3. Ovdje je temperatura ter-
mostata (7,) via nego temperatura u kalorimetru (7). Da se ustanovi
brzina izmjene topline s okolinom, neko se vrijeme mjeri temperatura
u pravilnim intervalima. Ako je kalorimetar dobro uravnoteZen s okoli-
nom, tok krivulje T = f (1), tzv. termograma, bit ¢e linearan, s nagibom
gi. To je tzv. poletni period kalorimetrijskog pokusa. U ¢asu kada se oto-
pini u kalorimetru doda reagens, ili se pak zapoéne grijanje elektrickom
grijalicom u svrhu kalibracije, pocinje glavni period. Nakon dovrienja
reakcije, doti¢no rada grijalice, uskoro ¢e termogram ponovno poprimiti
linearan oblik. Od toga ¢asa pocinje tzv. zavrini period. Nagib termogra-
ma u zavrinom periodu (g;) bit ¢e u promatranom sluc¢aju manji negoli
u pocetnom periodu, jer se zbog eksotermmne reakcije temperatura u ka-
lorimetru povisila, pa se razlika temperaturia T, — T smanjila, pa se sma-
njio i tok topline iz okoline u kalorimetar.

Korigirani porast temperature moZe se odrediti graficki, kako je to
pokazano na sl. 3, ili se moZe primijeniti numeri¢ka metoda po Regnaul-
tu i Pfaundleru (4—6);

Qx = - AT‘{ — to_'ITx- (4}
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Sl1. 3. Termogram eksotermnog procesa u isoperibolnom kalorimetru

AT = (T, —Tp)—[g + (T —T)(g—g)/(Ti—TH1(t, —tp) (5)
k=_&—8u—T) ©)
- )

Ti, Ty, Ty oznacuju srednje vrijednosti T u pocetnomu, doti¢no glavnom,
doti¢no zavr$nom periodu. Omjer razlike nagiba pocetnoga (g;) i zavrs-
nog (g;) perioda prema odgovarajucoj razlici srednjih temperatura nazi-
va se konstanta izmjene topline (K) i to je karakteristi¢na veli¢ina za
svaki pojedini kalorimetar.

Pored ovih dviju metoda cesto se primjenjuje i graficka ekstrapolacija
po Dickinsonu (4, 5), a sporadicki i metoda nazvana »First Geophysical
Laboratory Method«, koja je u osnovi sli¢éna Regnault-Pfaundlerovoj, ali
je nesto eksaktnija (5).

Da bi se pouzdano mogla racunati promjena temperature, A7, kKao i
toplinski ekvivalent, ¢, potrebno je da temperaturno osjetilo mjeri pro-
sjeénu temperaturu sadrzaja kalorimetra u svakom casu. Medutim, na
sl. 1. vidi se da u kalorimetru postoji samo jedno takvo osjetilo (gdjeka-
da ih bude nekoliko, ali ne vi$e od 5 do 6). Prema tomu, treba tempera-
turu kalorimetrijske tekucine uéiniti jednakom u svima njezinim dijelo-
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vima, $to se postiZe mijedalicom. No, uporaba mijesalice neizbjezivo je
skopcana s trenjem, koje je izvor topline. Na srecu, taj je efekt priblizno
konstantan, pa nece uzrokovati znatnijih pogresaka ako mjerni toplinski
efekti nisu premaleni, Naime, konstantna evolucija topline oéitovat ce
se kao da je tok topline u kalorimetar povecan za konstantan iznos, pa
¢e u tom smislu biti promijenjen nagib krivulje temperatura-vrijeme.

Osjetljivost isoperibolnog kalorimetra ograniéena je upravo zbog toga
sto je mijeSanje prijeko potrebno. Naime, mjereni toplinski efekt mora
biti veci nego $to je toplina trenja pri mijesanju. Ako je uspon krivulje
I =1 (¢) jako velik, $to e se dogoditi ako se signal termometra znatno
pojaca, tada ¢e mali toplinski uéin istrazivanog procesa biti jedva pri-
mjetljiv na krivulji T = f () jer ¢e malo utjecati na njezin uspon. S dru-
ge strane, pri povecanoj osjetljivosti uredaja za mjerenje temperature
jace Ce se izraziti kolebanja u temperaturi. Mijesanje, naime, nije nikada
idealno niti trenutacno, pa ¢e se temperaturno osjetilo nadi ¢as u struji
toplije, Cas hladnije tekucine. Koliko je to osjetljivo, moze se razabrati
iz ovoga primjera: neka kalorimetar sadrzava 10 cm? vode i neka se u nj
unese toplina od 1 mcal. To ce prouzro¢iti porast temperature od oko
0,0001 °C. Da bi se taj porast izmjerio relativnom toénoscu od 0,5%, bit
Ce potrebno upotrijebiti termometar kojemu je moé razludivanja barem
0,000 000 5 °C. Takav termometar nije nemoguée naéiniti, ali to ne bi ima-
lo mnogo smisla, jer su temperaturna kolebanja uslijed nesavrsenog mi-
jesanja mnogo veca negoli osjetljivost termometra.

Veoma sli¢no stanje je i u adijabatskim kalorimetrima, pa se stoga i
jedan i drugi instrument rijetko upotrebljavaju u mikrokalorimetriji.
No valja istaknuti da je najveci dio termokemijskih mjerenja nadinjen
upravo isoperibolnim aparatima. Takvi uredaji upotrebljavaju se i za en-
talpimetrijske titracije (6). Njihova se pouzdanost poveéava veoma znat-
no ako se nacini tzv. dvojni kalorimetar (engl. twin calorimeters), tj. ako
se upotrebljavaju dva $to sli¢nije gradena, gotovo potpuno jednaka ka-
lorimetra, i to tako da se u jednomu zbiva istrazivana reakcija, a drugi
sluzi kao »termicka tara« (7). Mjerni se uredaj slozi redovito tako da se
signal iz »slijepog« kalorimetra odbija od signala iz »glavnog« kalori-
metra. Na taj ¢e se nacin iskljuciti gotovo potpuno efekt izmjene topli-
ne, a u velikoj mjeri i efekt trenja pri mijeSanju. Pouzdanost dvojnog
kalorimetra znatno se povecava ako se primijeni kompensacijsko nace-
lo (8): zbiva li se u glavnom kalorimetru neki eksotermni proces, tem-
peratura »slijepoga« kalorimetra moze s¢ s pomocu elektriéne grijalice
stalno odrzavati jednakom (ili bliskom) temperaturi glavnog kalorime-
tra. Ako je pak proces u glavnom kalorimetru endoterman, tada se taj
ucin kompensira vlastitom grijalicom toga kalorimetra. Prednost takvog
postupka jest u tomu 3to je doziranje Jouleove topline mogude izvesti s
mnogo vecom precizno$éu negoli odredivanje reakcijske topline iz tem-
peraturnog skoka. Ako kompensacija promatranog toplinskog udinka
nije potpuna, ali iznosi oko 90 ili vise, mogu se tolerirati znatno vece
pogreske u odredivanju AT (jedn. 5 i 6), do kojih moze do¢i ako je pro-
matrani proces dugotrajan (dulji od 15—20 minuta).
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ADIJABATSKI KALORIMETRI

Adijabatski su kalorimetri obi¢no vrlo sli¢ni isoperibolnima, s tom
razlikom da je na neki nadin sprijecen tok topline u kalorimetar ili iz
njega. To se u nacelu moZe postici na dva nacina:

(1) ako se izolacijski plast nacini od veoma dobrog toplinskog izolato-
ra ili se pak drzi evakuiran, a debljina plasta treba pri tom biti 3to veca;
ili ako

(2) temperatura okoline to¢no slijedi temperaturu kalorimetra, §to se
mo#ze posti¢i automatskim termoregulacijskim uredajem.

Drugi naé¢in, iako aparativno mnogo sloZeniji, mnogo je bolji od prvo-
ga, jer nije moguce naciniti termicki apsolutno izoliran kalorimetar: po-
stojat ¢e stanovita izmjena topline kroz elektricke vodove (termistor,
grijalica), kroz osovinu mijesalice i uredaj za dodavanje reagensa, te kroz
konstruktivne elemente,

Nacini li se dvojni adijabatski kalorimetar s kompensacijom toplin-
skog uCinka, dobiva se jedan od najsavrsenijih instrumenata za mjere-
nje razmjerno velikih koli¢ina topline (1—2 cal na vise), ¢ak i kada pro-
matrani proces traje nekoliko sati. Dobar dio najtocnijih mjerenja u kla-
si¢noj termokemiji nadinjen je s pomocu takvih uredaja.

ISOTERMNI KALORIMETRI

Ako je kalorimetar u toliko tijesnom kontaktu sa svojom okolinom
da veoma brzo gubi svu razvijenu toplinu (ili pak veoma brzo iz okoline
dobiva svu utrosenu toplinu), tada on radi isotermno. Prvi takav kalori-
metar konstruirao je Black 1760. god., a kasnije ga je usavrsio Bunsen
1870. god. (Bunsenov »ledeni kalorimetar«). Nacelna shema toga i srod-
nih kalorimetara prikazana je na sl. 4. Kalorimetar (K) nalazi se u rav-
noteznoj smjesi vode i leda (M). Svaki eksotermni proces uzrokovat ce
da se dio leda rastali, §to ¢e prouzroditi povedanje volumena smjese (M)
i stoga porast razine zive u kapilari (T). Obrnuto, endoterman ¢e proces
prouzrociti sledivanje tekuce vode i, konsekventno, sniZenje razine Zive
u kapilari. Temperatura pri tom ostaje konstantnom dok god se sva vo-
da ne sledi ili se sav led ne rastali.

Kalorimetar se moZe bazdariti npr. elektricki, s pomocu grijalice (H)
ili pak kakvom kemijskom reakcijom, koje je toplinski ucinak toc¢no
poznat. Reakcija se izvodi tako da se u glavni prostor (K) stavi reakcij-
ska otopina, a reagens (tekudi ili kruti) nalazi se u ampuli (P) koja se
moze u zeljenom trenutku razbiti o Siljak (S).

Preciznost ovakvih kalorimetara krece se oko 0,5—0,2%,, a izuzetno
¢ak i 0,02% (9). Najvece su im mane fiksirana radna temperatura, znatna
termicka tromost i veoma te$ka priprava ledenog plasta.

Danas se ledeni kalorimetar rijetko upotrebljava, ali se tu i tamo su-
srecu kalorimetri punjeni difenil-eterom (taliSte 26,87 °C), a opisan je i
kalorimetar za viSe temperature, u kojemu se nalazi vrijuci tetraklor-
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metan pri 76,8 °C (ref. 3, str. 162). Svi opisani kalorimetri nazivaju se
transformacijski kalorimetri (9) ili kalorimetri s faznim prijelazom (engl.
phase transition calorimeters).

U novije vrijeme grade se isotermni kalorimetri s toplinskom crpkom
(engl. heat pump calorimeters). U njima se odrzava stalna temperatura
s pomocu regulacijskog uredaja koji — veé¢ prema tomu da li je proces
u kalorimetru eksoterman ili endoterman — stavlja u pogon grijalicu ili
Peltierovu rashladnu bateriju, tako da se zapravo mjeri koli¢ina topline
koja je potrebna da se kompenzira toplinski u¢in promatranog procesa
(10—13). Ovakvi kalorimetri mogu biti vrlo precizni i to¢ni, ali su veoma
slozene grade.
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KONDUKCIJSKI MIKROKALORIMETRI

Prije je reCeno da se svi suvremeni mikrokalorimetri zasnivaju na mje-
renju toplinskog toka. Taj se tok mjeri koriste¢i termoelektricki ué¢inak.

Toplinski tok, @, definira se kao koli¢ina topline (Q) predana od hlad-
nijega tijela toplijemu u jedinici vremena;

¢ = dQydz. (7

Postoje tri nacina kako se toplina prenosi: kondukcija (vodenje), kon-
vekcija i radijacija (zracenje). Pri projektiranju i izgradnji kalorimetara
nastoji se smanjiti prijenos topline iz kalorimetra (ili u nj) konvekcijom
i radijacijom. Prijenos topline kondukcijom ravna se po jednostavnom
Newtanovu »zakonu hladenja«:

@ =R(Fy==T) = KAT (8)

gdje T, oznaCuje temperaturu okoline, 7 temperaturu u kalorimetru u
casu f, a konstanta razmjernosti K naziva se koeficijentom prijenosa to-
pline; ona ovisi o toplinskoj vodljivosti tijela kroz koje se toplina pre-
nosi, kao i o geometrijskim odno$ajima (obliku) kalorimetra i njegove
okoline. Za dani kalorimetar bit ¢e K konstanta pa c¢e toplinski tok ovi-
siti samo o razlici temperatura (I, —7), ako ta razlika nije prevelika.
Toplinski tok smatra se pozitivnim ako kalorimetar prima toplinu iz oko-
line, tj. kada je T, > T.

Zanimljivo je napomenuti da je gornji zakon formalno analogan Oh-
movu zakonu ako se ovaj napise u obliku:

I =GAU, (9)

pri ¢emu se vodljivost, G, definira kao recipro¢na vrijednost elektrickog
(ohmskog) otpora: G = 1/R.

Vrijedi li Newtonov zakon hladenja za dani kalorimetar, temperatur-
na razlika 7, — T bit ¢e mjera za toplinski tok, tj. za razmjenu topline
kalorimetra s okolinom, Prikladno osjetilo za razliku dviju temperatura
Jjest termoelektricki ¢lanak ili, krace, termoclanak. Takav se ¢lanak sa-
stoji od dviju Zica nacinjenih od razli¢itih kovina (A i B), s time da je u
strujni krug ukljucen jo$ i galvanometar (G). Nalaze li se spojna mjesta
(»spojke«) Ji i J: na razli¢itim temperaturama (71 = T3), galvanometar
G pokazat ce stanoviti otklon. U krugu je dakle potekla elektriéna stru-
ja, tj. izmedu spojki Ji i J: javila se razlika potencijala, tzv. termicka
clektromotorna sila, E. Ta je elektromotorna sila razmjerna razlici tem-
peratura (T'y — T2) spojki J; i Ja:

E =EYTy—Ty), (10)

pri cemu su elektromotorne sile u seriju spojenih termoé¢lanaka aditiv-
ne. Nacini li se serija od n istovrsnih termoélanaka (termobaterija »ter-
mostupe« ili »termel«) tako da se jedna spojka svakog ¢lanka nalazi na
temperaturi 71, a druga na temperaturi T, ukupni napon termostupa bit
ce
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U=E1—I—E-,;+Es—|—.,.+En=;'Ei=E"N(T1—-Ts} (11)

1
U novije vrijeme grade se termobaterije sve ¢eS¢e od poluvodica, umje-
sto od kovina, jer se na spojkama poluvodi¢a javljaju kud i kamo vece
termoelektromotorne sile, pa je njihova detekcija 1 mjerenje lakse i to¢-
nije

Stajaci (»batch«) sistemi

Prvi mikrokalorimetar zasnovan na termoelektri¢kom mjerenju toplin-
zvoju mikrokalorimetrijskih metoda i instrumentacije nastavio njegov
nasljednik E. Calvet, koji je konstruirao niz razli¢itih tipova kalorime-
tara za razne svrhe (15—17). Neke od tih instrumenata proizvodi i danas
francuska tvrtka Setaram.

Na sl. 5. prikazana je nacelna shema reakcijskog mikrokalorimetra,
kojim se mjeri toplinski tok. Kalorimetri (K; i Kz) obloZeni su termoba-
terijom (T1 i Ts) tako, da se sva (ili gotovo sva) toplina razmijenjena s
okolinom (metalni blok, C, koji se nalazi u tekucinskom ili zraénom ter-
mostatu) prenosi kroz termobaterije. Signal iz termobaterija vodi se u
pojacalo (A) i — tako pojatan — registrira se u uredaju za registraciju
(R), a to je najcesce potenciometrijsko pisalo. Da bi se kalorimetar mo-
gao elektricki bazdariti, u nj je ugradena grijalica (H) totno poznatog
otpora (na * 0,01%), kroz koju se u zZeljenom <¢asu moze pustiti stabili-
zirana istosmjerna struja iz jedinice za elektricku kalibraciju (E). Uredaj
(E) ne sluzi samo kao izvor stalne struje, ve¢ je potrebno da se njime
mjeri i trajanje prolaska struje kroz grijalicu. To se tehnicki najcesce
izvodi tako da se sklopka za ukljucivanje izvora stalne struje mehanicki
veze sa zapornom urom. Grijalica (H) mora zadrzati konstantan otpor i
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Sl. 5. Nacelna shema stajacega (»batchs) mikrokalorimetra
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na znatno razli¢itoj temperaturi od temperature tekucine u kalorimetru,
pa je nuzno naciniti je od manganina ili konstantana. Svaki kalorimetar
podijeljen je u dva odjeljka (I, II), koji se mogu prema Zelji spojiti. Na
taj naCin moguce je reakciju dvaju reaktanata izvesti kad god se to Zeli.
Naravno, oblik kalorimetra i pojedinih njegovih odjeljaka moze biti raz-
licit: tako npr, reakcijska posuda u Wadsévim mikrokalorimetrima (18)
koje proizvodi tt. LKB (Stockholm-Bromma, Svedska) pravokutna je
oblika, s pregradom koja dijeli dva reaktanta, a koji se mogu pomijesati
prevrtanjem cijelog kalorimetra, Reakcijska pak posuda u kalorimetru
Benzingera i Kitzingera (19) (proizvodi ih tt. Beckman) cilindri¢na je
dvostjena posudica, s dvije jazice na unutrasnjem plastu, u koje se stav-
lja mali volumen jednoga ili dvaju reagensa, dok se glavna otopina na-
lazi u donjem dijelu prostora izmedu dviju stijenki. MijeSanje reagensa
takoder se vrSi prevrtanjem cijelog uredaja. Na taj se nacin izbjegava
potreba za uporabom rotacijske ili vibracijske mijesalice koja bi trenjem
razvijala znatne koli¢ine topline. Calvet upotrebljava razne naéine za do-
davanje reagensa, najCe$¢e ampule za razbijanje ili razne konstrukcije
pipeta.

U pravilu se reakcijski mikrokalorimetri grade u dvojnoj izvedbi, a
elektricki se spajaju tako da se u pojacalo dovodi razlika njihovih signa-
la, tzv. diferencijalni signal. Diferencijalni uredaj ima dvije vazne pred-
nosti pred jednostrukim: toplinu razrjedenja reagensa nije potrebno
odredivati a posebnom pokusu, ve¢ se ona automatski odbija, a pored
toga — "o i~ jo$ vaznije — uklanja se utjecaj eventualnih kolebanja
temperature . -mostata (C), Signal iz prvoga kalorimetra proporcionalan
je razlici ten_ .erature kalorimetra i okoline:

Uy = NEYT,—T), (12)
a i tok wopiine iz njega ili u nj:
= K(Tn - Tl) {13)
Prema tomu, s’gnal termobaterije proporcionalan je toplinskom toku:
\TE @
U= LI:Z" & (14)
K
Analogno se mo7e pisati i za drugi kalorimetar:
NE¢
Us = 23 (15)
pa je diferencijalni signal
NE»
V=U1—U3=T®;—~qbz}. (16)

Diferencijalni je signal dakle mjera razlici toplinskih tokova u (ili: iz)
dva kalorimetra, uz uvjet da su dva kalorimetra toliko sli¢na da im kon-
stante K i E® budu jednake, kako je to pretpostavljeno u navedenim jed-
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nadzbama. Takoder se mo¥e lako pokazati da diferencijalni signal nece
ovisiti o vrijednosti T,, naravno ako se ta vrijednost ne promijeni toliko
da vise ne bi vrijedio Newtonov zakon za prijenos topline.

Da bi se odredila koli¢ina topline razvijene u promatranom procesu,
potrebno je biljeziti vrijednosti diferencijalnog signala u ovisnosti o vre-
menu, tj. snimiti termogram toga procesa, a pored toga potrcbno je sni-
miti i termogram kalibracijskog procesa, kojega je toplina to¢no pozna-
ta. Najéeséa je vrst kalibracijskog procesa razvijanje Jouleove topline
elektrickom grijalicom, ali se gdjckad primjenjuju i radioaktivni izvori
(npr. radijeva igla to¢no poznate toplinske snage). Pri tom valja nasto-
jati da koli¢ina topline razvijene u »glavnom« pokusu bude podjednaka
onoj u kalibracijskom pokusu. Tipiéni termogram pokazan je na sl, 6.
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Sl. 6. Termogram eksotermnog procesa u stajacemu kondukcijskom
mikrokalorimetru

U vremenskom intervalu AB, koji se naziva pocetni period, ustanovi se po-
lozaj nulte linije. U asu ty zapoCet je neki eksoterman proces, koji je tra-
jao otprilike do trenutka ¢, poslije Cega se kalorimetar »hladio« do trenut-
ka tp, kada se diferencijalni signal vratio na pocetnu vrijednost. Vre-
menskij interval DE naziva se zavrénim periodom. Potrebno je snimiti
termogram i toga perioda da bi se provijerila postojanost nulte linije.
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Razvijena toplina proporcionalna je povriini (S) ispod linije BCD. Povr-
Sina 8§ moZe se odrediti grafickom ili numeri¢kom integracijom.

Ako je u glavnom pokusu odredena povriina S., a u kalibraciji povr-
$ina S,, koja odgovara toplini Q,, koli¢ina topline razvijene u glavnom
pokusu izratunat ce se iz razmjera

Qu : OK = SO : Sx.l

b
0 jest Q, =- 9"_ S = g8, a7

Omjer Q,/S, = ¢ naziva se kalorimetrijska konstanta ili toplinski ekvi-
valent,

Protocni sistemi

Proto¢ni kalorimetrijski sistemi imaju nekoliko prednosti pred sta-
ja¢ima: znatno brze postizu termi¢ku ravnotezu, nemaju plinske faze, a
adsorpcijske pojave u njima ne uzrokuju pogreSaka. Najéesée se danas
rabi protocni mikrokalorimetar po Wadséu (20) koji proizvodi tt. LKB.
Taj je instrument zasnovan takoder na kondukcijskom nacelu, kao i mi-
krokalorimetar Stoessera i Gilla.

Nacelna shema kondukcijskoga protoénog mikrokalorimetra pokazana
je na sl. 7. U osnovnoj gradi taj je instrument sli¢an stacionarnom tipu,
Razlike su u konstrukeiji protoc¢nih kalorimetrijskih jedinica, a pored
toga ovdje su u sistem ukljucene peristalti¢ke crpke (P) i toplinski iz-
mjenjiva¢ (I). Potonjemu je svrha da izjednaéi temperature reagensa,
$to ih tlage crpke P, s temperaturom metalnog bloka C (koja je jednaka
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SL. 7. Nacelna shema protocnoga mikrokalorimetra
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temperaturi termostata). Na taj nacin svi reagensi ulaze u kalorimetrij-
ske jedinice s jednakom temperaturom. Jedinica Ki (reakcijska jedinica)
gradena je tako da se u njoj mijedaju dva reaktanta, a »prolaznac, »sli-
jepae jedinica Ks gradena je jednostavnije jer joj je svrha samo kom-
pensacija topline trenja koje se zbiva pri protoku i eliminacija utjecaja
kolebanja okolne temperature.

Ako je promatrana reakcija znatno (barem 4—>5 puta) brza od vremena
prolaska reakcijske smjese kroz kalorimetar (u LKB-ovu proto¢nom ka-
lorimetru vrijeme prolaska iznosi oko 5 min), pri konstantnoj brzini pro-
toka bit ¢e i toplinski ué¢in (P/I s—1) konstantan. Potraje 1i taj toplinski
u¢in dovoljno dugo, uspostavit ¢e se toplinsko stacionarno stanje,
tj. toplinski uéin postat ¢e jednak toplinskom toku (¢). Najveci dio to-
plinskog toka prenijet ¢e termobaterija (¢;), a ostatak (@) predat ée se
toplinskom spremniku (C) kroz mali dio povrsine stijenki, koji nijec u
dodiru s termobaterijom, ili ¢e izadi iz kalorimetra zajedno s izlazeCom
reakcijskom smjesom, Za dani kalorimetar, brzinu protoka i reakcijski
sistem bit ¢e odnos

D/ D, = Di/P = ¢ (18)
konstantan. Veli¢ina ¢, proporcionalna je diferencijalnom signalu
Oy = gV (19)
tako da se eliminacijom ¢, dobiva izraz:
Ji]
P=———V =,V (20)

(e}

Kalorimetrijska konstanta ¢ odreduje se i ovdje clektri¢kom kalibraci-
jom. Toplina reakcije moze se izraCunati na slijedeci nacin: ako se od-
reduje toplina reakcije

X+Y=XY (21)

tako da se u kalorimetrijskoj jedinici mijcSaju otopine gornjih reakta-
nata (¢, << ¢,), a reakcija (21) dovoljno je brza, opazit ¢e se pri kon-
stantnom protoku (u) konstantan naponski signal V' (v. sl. 8); toplina re-
akcije (AH) izraCunat ¢e se iz odnosa:

v
AH =——T mal=* (22)
uee,

Ako li je pak promatrana reakcija spora, njezinu toplinu nece biti mo-
guce odrediti proto¢nim kalorimetrom (osim tehnikom zaustavljenog to-
ka, koja — primijenjena u kalorimetriji — ne daje osobito preciznih
rezultata). No, bude 1i moguée naéiniti kalorimetrijski pokus tako da za
cijelo vrijeme prolaska rcakcijske smjese kroz kalorimetar reakcijska
brzina (v) ostane konstantna, mo¢i ce se odrediti brzina reakcije. Ovaj je
slu¢aj posebno vazan za enzimsku analizu: pri dovoljnom suviSku sup-
strata (naravno, valja paziti da taj ne bi bio prevelik, jer se neki enzimi
inhibiraju i velikim suviskom supstrata) ostat ¢e brzina enzimske re-
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akcije konstantnom nekoliko minuta, $to je dovoljno da se obavi kalo-
rimetrijsko odredivanje. U takvom ¢e se slu¢aju mo¢i primijeniti izraz

P=;:-V=v:AH — const. (23)
v =g V/AH. (24)

Za racunanje apsolutnog iznosa brzine reakcije (doti¢no aktivnosti en-
zima) potrebno je poznavati toplinu reakcije koju enzim katalizira. Naj-
CeSce nije potrebno poznavati apsolutni njezin iznos, jer se obi¢no uspo-
reduju brzine reakcije pri razli¢itim uvjetima. Tada nije potrebno po-
znavati toplinu reakcije, pa ¢ak niti vrsiti elektricku kalibraciju, jer se
reakcijske brzine odnose kao odgovarajudi diferencijalni signali:

vitve=Vi: Vs

AV

SL 8. Termogram eksotermnog procesa u protoénom kondukcijskom
mikrokalorimetru
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POUZDANOST KALORIMETRIJSKIH MJERENIJA
I NAJCESCE SISTEMATSKE POGRESKE

Kalorimetrijska mjerenja mogu biti podloZna znatnim slucajnim (sto-
hasti¢kim) i sistematskim pogre$kama. Osobito je opasnost od sistemat-
skih pogre$aka veéa nego mozda u ikojoj drugoj mjernoj tehnici. Na
preciznost i to¢nost kalorimetrijskih mjerenja utjece cio niz ¢imbenika:
definiranost pocetnoga i zavr$nog stanja (kvalitativni i kvantitativni sa-
stav sistema), to¢nost mjerenja prilikom kalibracije (mjerenje pada na-
pona i strujc kroz grijalicu, te mjerenje vremena), valjanost (reproduci-
bilnost i linearnost) termometrijskog uredaja, itd. Nesigurnost kalorime-
irijskog mjerenja prouzrokovana slu¢ajnim pogreSkama (stohasti¢ka ne-
sigurnost) iskazuje se, kako je to dogovorom utvrdeno (21), kao dvostru-
ka standardna pogre§ka aritmeti¢ke sredine izmjerenih vrijednosti:

+9 ]/?('a:— DIN (N — 1).

U kombustijskoj kalorimetriji, koja je metodolo8ki veoma pomno
proutena i kojom se bave preteZito specijalizirani laboratoriji, nerijetko
se postize ukupna nesigurnost od svega 0,019/, a u reakcijskoj kalorime-
triji rijetko kada uspijeva posti¢i nesigurnost manju od 0,19 (to je poslo
za rukom tek za nekoliko etalonskih procesa [22]). Preciznost odrediva-
nja topline stajacim mikrokalorimetrom (izrazena kao relativna stan-
dardna pogreska aritmeticke sredine) krece se od 0,3%, (za topline od
kojih 40 mJ na vige) do oko 19/, (za topline od svega 4 mJ). Takva pre-
ciznost veoma je zadovoljavajuca za gotovo sve primjene mikrokalori-
metrije. No, u mnogim primjenama ne postavlja se samo pitanje pre-
ciznosti, nego se iziskuje i (apsolutna) to¢nost kalorimetrijskog uredaja,
tj. kalorimetrijski rezultati moraju biti ne samo reproducibilni nego i
slobodni od sistematskih pogresSaka, doti¢no sistematske pogreske mo-
raju biti unutar granica slucajnih pogresaka. Izvori sistematskih pogre-
Saka mogu biti ovi:

1. Konstrukcija grijalice. Ako grijalica ne stoji u vrlo tijesnom ter-
mi¢kom dodiru s okolnom tekucinom, kalorimetrijski rezultati bit ce
previsoki: naime, elektri¢nim putem razvijena kalibracijska toplina (Q.)
rauna se iz otpora grijalice, struje koja kroz nju protjece i iz trajanja
grijanja (jedn. 3). Pretpostavlja se, dakle, da je cjelokupna toplina Q,
predana kalorimetrijskoj tekudini. Ako tomu nije tako, dio te topline
odvest ¢e se kondukcijom kroz vodove grijalice, a u kalorimetar ce do-
spjeti manja Kkoli¢ina topline. Buduci da se u izrazu za racunanje ka-
lorimetrijske konstante, ¢ (jedn. 4), ¢lan Q, nalazi u brojniku, kalorime-
trijska konstanta izac¢i ¢e prividno veca, $to e prouzro€iti i previsok
rezultat. Stoga treba grijalicu providjeti nekim »hladnjakoms« preko ko-
jega ¢e se razvijena Jouleova toplina brzo predavati okolnoj tekucini.
Takoder vodovi grijalice ne treba da budu veoma debeli, jer ¢e u tom
slu¢aju toplina »bjeZati« kroz njih. Nasuprot tomu, budu li vodovi pre-
tanki, u njima ce se takoder stvarati primjetljive koli¢ine topline, 3to
¢e pak dovesti do negativne sistematske pogreske.
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2. Uc¢inci adsorpcije na stijenke kalorimetra. Bududi da suvremeni ka-
lorimetri omogucuju rad s prilicno razrijedenim otopinama, adsorpcija
otopljenih tvari na stijenke posude reakcijskog kalorimetra moZe imati
primjetljivog ucinka: kao i svaki fizikalni ili kemijski proces, i adsorp-
cija je popracena toplinskim uéinkom, koji ¢e kod tako osjetljivih in-
strumenata kao Sto su to suvremeni mikrokalorimetri postati znatan u
usporedbi s malenim toplinama koje se Zcle mjeriti. Taj ce efekt pro-
uzrociti pozitivnu ili negativnu sistematsku pogre$ku, ve¢ prema pred-
znaku topline adsorpcije. Takoder, pri veoma niskim koncentracijama,
moZe adsorpcija uzrokovati i koncentracijsku pogresku (smanjenje stvar-
ne koncentracije jednoga ili viSe reaktanata) (4, 23).

3. Mehanicki ucinci. U makrokalorimetriji glavni je izvor topline tre-
nja mijesanje. Ono se vrsi bilo uporabom rotacijske ili vibracijske mije-
salice, bilo rotacijom cijeloga kalorimetra. Pri mijeSanju rotacijskom
mijeSalicom (osovina sa 1—3 elise) toplinska snaga mijeSanja razmjerna
je kvadratu (gdjekad ¢ak i kubu) kutne brzine mijesalice (24). Bududéi da
razvijena toplinska snaga pri uporabi mijeSalice nije dovoljno konstant-
na niti reproducibilna, to bi u mikrokalorimetrijskim mjerenjima dovelo
do znatnih pogreSaka, pa se mijesa samo kada se zapocinje sama reak-
cija. Kako je prije re€eno, u stajacim kalorimetrima to se najéedée izvodi
rotacijom kalorimetra, ¢ime se reaktanti dovedu u kontakt i reakcijska
se smjesa dobro izmijesa. Ta je operacija popracena malenim toplinskim
uc¢inkom, kojemu treba iznos odrediti u slijepom pokusu (ista tekudina
u oba odjeljka kalorimetra). U makrokalorimetriji reakcija se najéedce
zapocinje razbijanjem ampule ili otvaranjem kakvoga zavora, pri ¢emu
se moZe razviti toplina i do 30 mJ, §to je Cesto zanemarljivo malo u
makrokalorimetriji, ali veoma mnogo i nedovoljno reproducibilno u mi-
krokalorimetriji (23). U proto¢noj mikrokalorimetriji razvija se priblizno
konstantna toplinska snaga trenjem tekucine o stijenke; taj ucinak je-
dan je od ¢imbenika koji ograni¢uju osjetliivost te metode.

4. Uéinci isparavanja. Ako je u kalorimetru volumen plinske faze zna-
tan (u usporedbi s volumenom tekuce faze), mogu se dogoditi promjene
u sastavu plinske faze, osobito ako sc radi o mijesanju hlapljivih reak-
tanata. Da bi se mogla izvrsiti korekcija za toplinu isparavanja (doti¢no
ukapljivanja), potrebno je znati sastav plinske i tekuce faze, te latentne
topline isparavanja svih nazo¢nih tvari. Na 7alost, u mikrokalorimetrima
poput Wadstova i Benzinger-Kitzingerova, u kojima je plinska faza za-
jednicka za oba reaktanta, nije mogude to¢no utvrditi sastav plinske fa-
ze, jer se ravnoteza obiju tekucih i plinske faze uspostavlja veoma sporo.
Ako se tlakovi para nad dvjema tekucim fazama razlikuju, dolazi do po-
jave destilacije. Pri radu s vodenim otopinama promjene u sastavu plin-
ske faze obi¢no su malene, a njihovi toplinski efekti zanemarljivi. Ipak,
kada se Zele odredivati topline razrjedenja, potrebno je imati na umu
1 mogucnost pogresaka te vrsti. Wadso (4, 23) navodi slijede¢i primjer:
u pokusu se Zeli odrediti toplina razrjedenja vodene otopine ureje, koje
je koncentracija 1 mol dm—* s dvostrukim volumenom vode. Iako je
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sastav plinske faze prije mijesanja slabo definiran, moze se najveca mo-
guca pogreska procijeniti, pretpostavi li se da je plinska faza prije mije-
fanja u ravnotezi s ¢istom vodom. Maksimalno sniZzenje tlaka para moze
se tada izradunati iz Raoultova zakona i ono iznosi 0,15 Torr (1 Torr =
101 325/760 Pa). Ako volumen parne faze u kalorimetru iznosi 3 cm3, ta
promjena tlaka odgovara kondensaciji 25 nmol vode ili toplinskom udin-
ku od oko 1,3 mJ (0,3 mcal).

Ovdje su nabrojeni samo najéesci izvori sistematskih pogresaka. Ne
treba posebno napominjati da pri kalorimetrijskom studiju svakoga po-
jedinog sistema treba pomno analizirati mogucnost pojavljivanja siste-
matske pogreske, kao i njezino ponaganje pri razli¢itim cksperimental-
nim uvjetima. Takva pogreska moze biti konstantna, tj. kolika god iz-
mjerena toplina bila, uvijek ¢e u tom sluc¢aju biti previsoka ili preniska
za stanoviti iznos. Cesto su sistematske pogreske proporcionalne, tj. veli-
¢ina pogreske raste s porastom izmjerene vrijednosti, pri cemu je omjer
pogreske i mjerne vrijednosti konstantan. Moguca je i linearna kombina-
cija sistematskih pogresaka: konstantnih i proporcionalnih. Te ¢injenice
valja drzati na umu i onda kada se rade relativna mjerenja: npr. pri pro-
u¢avanjima kemijske kinetike veoma se Cesto, gotovo uvijek, odreduje
omjer dviju veli¢ina. U takvom slu¢aju nece smetati ako su obje veli¢ine
opterecene proporcionalnom pogreskom, ali se nece ukloniti konstantna
pogreska (iako ¢e se njezin utjecaj redovito smanjiti).

Neki od mikrokalorimetara, §to ih je sagradio Calvet, imaju veoma
ostroumno smisljen kompensacijski uredaj, uporabom kojega sc moZe
znatno povecati preciznost mjerenja. U tim se instrumentima uz glavnu
termobateriju nalazi i tzv. Peltierova baterija, koja — veé¢ prema smjeru
struje kojom se napaja — vrsi reproducibilan rashladni ili grijac¢i ucin:

P = ®.qal + RI¥ (20)

Ako je promatrani proces endoterman, upotrijebit e se takav smjer
struje da se u Peltierovoj bateriji (ili u nekoj zasebnoj grijalici) razvija
toplina. Pri eksotermnom pak procesu morat ¢e se iskoristiti rashladno
djelovanje te baterije. Veli¢ina kompensacijskog ucina odabrat ce se
tako da se kompensira oko 909/, toplinskog ucina promatranog procesa.
Time se postiZe povecéanje to¢nosti: buduci da je reproducibilnost i toc-
nost doziranja topline Peltierovom baterijom 0,19 ili bolja, dovoljno je
da se integral ispod krivulje termograma odredi s to¢no$céu od 1%/. Ova-
kav je postupak osobito koristan pri veoma dugotrajnim pokusima, koji
mogu trajati danima, pa i tjednima.

Osjetljivost i preciznost proto¢nih mikrokalorimetara slicna je onoj
stajacih (»batch«) mikrokalorimetara. Ti su instrumenti veoma prikladni
za rutinsku uporabu zbog svoje jednostavnosti, a takoder nisu podloZni
nekim pogre$kama (adsorpcijski efekti, isparavanje otapala), koje ogra-
ni¢uju osjetljivost staja¢ih kalorimetara. No i proto¢ni kalorimetri ima-
ju nedostataka: nije lako naciniti crpke s veoma stalnom brzinom pro-
toka (svi toplinski u¢inci protoka ne kompensiraju se u potpunosti itd.).
Posve je sigurno da je stajaéi kalorimetrijski sistem superioran instru-
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ment kada treba to¢no odrediti topline reakcija. Mikrokalorimetrom sto
ga proizvodi tt. LKB moguce je to¢no mjeriti topline reakcija koje traju
i po nekoliko sati, a Calvet je svojim instrumentom uspio nadiniti kalo-
rimetrijske pokuse koji su trajali ¢ak i do mjesec dana!

PRIMJENE MIKROKALORIMETRIJE
U BIOKEMITI I FIZIOLOGITI

Kalorimetrijska mjerenja najcesce sluze dobivanju podataka o toplin-
skom ucinku nekog procesa ili o toplinskim osobinama tvari, ona dakle
sluze termodinamickim proudavanjima, drugim rije¢ima (mikro)kalori-
metrija jedna je od termodinamickih metoda. No pored toga postoji jo§
jedno, veoma vazno, podrucje primjene kalorimetrije, a to je kalorime-
trijska analiza. Naime, toplinski uéinak koji prati gotovo svaku fizikalnu
ili kemijsku pretvorbu, karakteristi¢na je konstanta (pod stanovitim, de-
finiranim uvjetima pokusa), upravo tako kako je to npr. konstanta rav-
noteZe, konstanta brzine reakcije ili standardni redoks-potencijal. Toplin-
ski uCinak osnovna je i jednozna¢na znacajka procesa, analogno kao §to
su npr. ekstinkcijski koeficijent, molarna refrakcija ili temperatura ta-
ljenja jednoznacne znacajke pojedinih tvari. Primjena mikrokalorimetri-
je kao analiticke metode zasniva se upravo na konstantnosti i reproduci-
bilnosti toplinskog ucinka: ako je molarna toplina nekoga procesa pod
odredenim uvjetima AH, tada ée se pod istim uvjetima pri reakciji n
molova reaktanta uvijek razviti (ili utrositi) koli¢ina topline n H.

Otkako su se na trziStu pojavili pouzdani i razmjerno jednostavni ka-
lorimetrijski uredaji (najpoznatiji su mikrokalorimetri tvrtki LKB, Beck-
man, Setaram i Knauer), naglo se povecao interes za metode eksperimen-
talne termokemije medu istraziva¢ima na podrucju biokemije, fiziologije,
biologije i gotovo svih bio-znanosti, tako da se u posljednjih desetak go-
dina razvila nova disciplina — biotermokemija, koja se primjenjuje ne
samo u biokemiji vec¢ i u biologiji.

Bududi da su sistemi, koji zanimaju biokemicara ili fiziologa, najéesée
toliko slozeni da je nemoguce proucavati ih detaljno, osnovne znanstvene
informacije obi¢no se dobivaju istrazivanjem jednostavnijih modelnih
sistema. U nizu zgodno odabranih modelnih sistema mogude je siste-
matski varirati npr. strukturu odredenog spoja i na temelju termodina-
mic¢kih mjerenja dovesti u svezu strukturne i termodinamicke osobine.
Tako npr. aminokiseline i jednostavniji peptidi mogu poslu#iti kao model
za interakcije proteina s ionima metala, koji su veoma vazni aktivatori
ili inhibitori enzimskih procesa u Zivim bi¢ima. Primjena mikrokalori-
metrijskih metoda u prou¢avanjima modelnih sistema gotovo je u cije-
losti usmjerena na dobivanje termodinamic¢kih podataka, dok je uloga
analitiCke kalorimetrije neznatna.

Pri studiju vise ili manje ¢istih prirodnih spojeva takoder je vaZniji
termodinamicki pristup: kod jednostavnijih spojeva moguce je odredi-
vanje izvesti s visokom precizno$¢u i apsolutnom to¢noséu, jer se ti spo-
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jevi mogu pripraviti u veoma c¢istom stanju. Kada se pak radi o stu-
diju reakcija velikih molekula, naj¢e$ce se ne moze posti¢i osobita tod-
nost (u apsolutnom smislu), iako relativna preciznost moze biti izvan-
redno visoka. Razlog je tomu to $to je nemoguce definirati stanje uzorka
s to¢noscu boljom od nekoliko postotaka. No moguce je i ovako slabo
definirano stanje makromolekule smatrati nekom vrstom unutra$njeg
standarda za cijelu seriju pokusa, upotrebljavaju¢i u njoj makromole-
kularni reaktant pripravljen odjednom, u istoj »Sarzi«,

U sistemima s vige ili manje ofuvanima biokemijskim ili fiziolo§kim
funkcijama (pojedini enzimski sistemi, tkivne frakcije, tkiva, organi ili
Cak Citavi manji organizmi) te$ko da je moguce vrsiti termodinamicka
istraZivanja, osim moZda izravnog odredivanja toplinske bilance. U tim
slu¢ajevima dolazi do izrazaja uporaba mikrokalorimetrije kao analiti¢-
ke metode: buduci da su sve funkcije promatrane tvari, bila to jedna je-
dina molekula ili sloZeni sistem poput Zivoga organizma, neizbjezivo po-
vezane s odgovarajucim toplinskim u¢inkom, moguce je te funkcije mje-
riti koli¢inom razvijene ili utroSene topline. Naravno, nece biti moguce
analizirati tako dobivene rezultate na molekularnoj razini zbog toga $to
sistemi na kojima su oni dobiveni nisu s termodinamickoga stajali$ta ni-
kako definirani.

Predmet proucavanja

v :
Pristup PrlStUp

' modelni sistemi :E,\ v

CISTI PRIRODNI SPOJEVI:

a)Male molekule

b) Makromolekule

(Termodinarnika

Analiticka
kalorimetrija

b c &
o BIOLOSKI SISTEMI :

a) Tkivne frakcije
b) Tkiva i organi

c) Organizmi

S1. 9. Primjene (mikro)kalorimetrije u biokemiji, fiziologiji i biologiji
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Modelni sistemi

Jedan od veoma vaznih problema fizikalne biokemije jest interakcija
bioloski aktivnih spojeva s vodom, jer su svi bioloski sistemi vodene
otopine, Unato¢ vaznosti toga problema i znatnom broju radova koji su
mu posveceni, jo§ se razmjerno malo zna o tim interakcijama, pri emu
je sigurno jedna od najvecih smetnji nedostatno poznavanje strukture
same vode u kapljevitom stanju. No ipak su dosadasnji radovi urodili ne-
kima vrijednim saznanjima, koja imaju barem empirijsku vrijednost,
iako eksperimentalnim dinjenicama nedostaje potanje teorijsko objas-
njenje. Tako je npr. utvrdeno da pri otapanju organskih spojeva u vodi
dolazi do veoma znatnih promjena prividnog toplinskog kapaciteta otop-
ljene tvari, ®#C, ». Te je vrijednosti mogude odrediti na taj nac¢in da se
pri razlicnim temperaturama mjere topline otapanja nekoga spoja ili
Citavoga niza spojeva u vodi. Temperaturni gradijent topline otapanja
A.H jednak je promjeni toplinskog kapaciteta sistema:

; 3 AH
_]C " = ( — _.:: - )
. oT |,

Poznavajucdi toplinski kapacitet Ciste otopljene tvari, C*, » moZe se
doci do trazene vrijednosti:

@Cp 2 = C*, 2+ AC,

Za ravnolancane alifatske alkohole, karbonske kiseline i amide vrijed-
nost ¢C, » jedinstvena je linearna funkcija broja ugljikovih atoma u
lancu, tako da je njezin prirast konstantan i iznosi oko 20 caly, K—1 mol—!
za svaki ugljikov atom (25). Za ¢iste ugljikovodike ne postoji jo§ na Za-
lost dovoljno pouzdanih podataka, koji bi potkrijepili taj nalaz Koniceka
i Wadsda. Smatra se da se utjecaj nazocnosti nepolarnih hidrofobnih os-
tataka na toplinski kapacitet moze pripisati povisenju pravilnosti struk-
ture vode. Nasuprot tomu, polarni, pogotovu ionski spojevi drasticno na-
rusavaju strukturu vode (voda, kako je to nedvojbeno utvrdeno, i u kap-
ljevitom stanju ima relativno fiksnu strukturu zahvaljujuci vodikovim
vezama izmedu pojedinih njezinih molekula).

Veoma je mnogo radova posveceno zanimljivom i vaznom pitanju ioni-
zacije, odn. protonacije organskih baza i kiselina, a u posljednje vrijeme
i bioloski vaznih molekula, kao npr. DNA, RNA i njihovih sastavnih di-
jelova. Taj rad toliko je opsezan da je nemogude prikazati ga u ovako
kratkom ¢lanku. Spomenimo samo da postoje veoma iscrpne tablice tih
podataka, koje su skupili ugledni radnici na tom podruéju: R. M. Izatt
iJ. J. Christensen (26), W. P. Jencks i J. Regenstein (27), te J. W. Larson
i L. G. Hepler (28).

Kompleksni spojevi $to ih peptidi, proteini i nukleinske kiseline grade
s raznim metalnim ionima takoder se veoma iscrpno proucavaju termo-
kemijskim metodama. Danas su vjerojatno u sredidtu kompleksi malih
peptida s prijelaznim i teSkim metalima, kao modelni sisterni za koordi-
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nativne reakcije proteina. Pored dobre kriticke kompilacije termodina-

mickih podataka (29) zanimljivi su radovi Skinnera i njegovih suradnika
(30) i G. H. Nancollasa (31).

Biokemijski sistemi

Biotermokemijom u uzem smislu mogu se smatrati termodinamicka
istraZivanja reakcija Cistih prirodnih spojeva, jer istrazivanja jednostav-
nih modelnih sistema pripadaju ipak vie opcoj termokemiji, iako daju
dragocjenih podataka i biokemi¢aru. Oni pak sistemi u kojima su Zivot-
ne funkcije u vecoj mjeri sacuvane, odvise su slozeni da bi eksaktan ter-
modinamicki studij bio uopcée mogud.

Ovdje ce biti navedeno tek nekoliko znacajnijih radova s podrudja
biotermokemije, koji uvjerljivo pokazuju domet i snagu suvremene mi-
krokalorimetrije u rjeSavanju biokemijskih problema. Citatelj koji Zeli
podrobnije upoznati ovo podrucje, poscbice novije radove (1969—1971),
upucuje se na veoma opseZan prikaz I. Wadsda (32).

Henkens i sur. (33) proucavali su termodinamiku vezivanja Zn2 ", Co? !,
Niz#, Cu®t 1 Cd?+ na apo-karboanhidraze A i B metodama stajace i pro-
toéne mikrokalorimetrije. Iz kalorimetrijskih podataka, kao i iz ranije
odredenih ravnoteinih Konstanti za proutavane reakcije izracunali su
veli¢ine 4G, AH i AS i nasli da su te reakcije jako eksergonicne (AG<Z0),
iako su izrazito endotermne. Usporedivsi svoje rezultate s vrijednostima
za stvaranje kompleksa cinka s aminokiselinama, utvrdili su da se cink
vjerojatno veZe na karboksilatne skupine proteina, a ne na dusikove ato-
me amino-skupine ili imidazolske skupine.

Adams 1 Weiss (34) mijerili su topline rcakcije hemoglobina s hapto-
globinom i iznijeli na osnovi tih podataka pretpostavku da se ta reakcija
zbiva tako da se najprije tetramerni hemoglobin disocira u dvije destice

dimera:
az o 2 2 af,
a zatim slijede reakcije s heptoglobinom (Hp):
Hp + «f 2 Hp —af
af + Hp—af 2 fa—Hp—aup

Rezultati njihovih kalorimetrijskih titracija govore u prilog nazoru da
molekula Hp — o ima vedi afinitet za dimer «f negoli slobodna mole-
kula Hp.

Shiao i Sturtevant (35), mjereci topline razrijedenja kimotripsina, na-
§li su da je u koncentriranijim otopinama kimotripsin dimeriziran u
znatnoj mjeri, a razrijedivanjem disocira:

(a—CT)e22 «—CT

Ravnoteza konstanta za tu reakciju iznosi 3,5 X 10—4 mol dm—%, a toplina
disocijacije 35,4 kcal po molu dimera.
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Watt i Sturtevant (36) istraZivali su mikrokalorimetrijski oksidaciju
ferocitokroma c fericijanid-ionom, te redukciju fericitokroma c askorbat-
ionom u ovisnosti o pH, te su izra¢unali AH za ukupni ravnotezni proces:

Fellleyt ¢ 4+ 0,5 H: 2 Felleyt ¢ 4 H

Njihova vrijednost za reakcijsku toplinu (—14,1 kcal mol—' kod pH =7
1t = 25°C) dobro se slaze s literaturnim vrijednostima. Toplina reak-
cije jako je ovisna o pH, a krivulja 4H = f(pH) sigmoidnog je oblika, $to
se tumaci konformacijskom promjenom u molekuli Felllcyt ¢ prilikom
njezine protonacije. Protonacija fericitokroma c karakterizirana je pK-
vrijedno$cu 9,3 i toplinom protoniranja od oko —16 kcal mol—!,

Analiticka primjena mikrokalorimetrije

Mikrokalorimetrijske metode nalaze prilicno $iroku primjenu u bio-
loskim i medicinskim znanostima, gdje zbog slozenosti i nedostatne de-
finiranosti sistema termodinamic¢ka mjerenja nisu izvediva. Prednosti
kalorimetrije pred uobicajenim optickim (najcesce fotometrijskim) me-
todama jesu ove:

1. Veoma ¢&esto uzorci nisu opticki ¢isti, §to smeta optiCkim mjerenji-
ma. Kada se uzorak i moze »razbistriti« centrifugiranjem ili filtracijom,
mnogo je prikladnije ustedjeti analiticaru taj posao i primijeniti me-
todu kojoj mutnoda uzorka nece smetati.

2. Vecina analitickih postupaka, posebice u klini¢koj enzimologiji,
ukljucuje dodavanje stanovitog reagensa koji denaturira uzorak (»razvi-
Janje boje« ili pak separacijski postupci). Mikrokalorimetrom je moguce
pratiti tok nekoga procesa u fiziolodkim (ili simuliranim fiziologkim)
uvjetima.

3. Kalorimetrija omogucuje kontinualno pracenje toka promatranog
procesa (v. jedn. 22), 8to je rijetkost medu metodama klini¢ke enzimo-
logije, koje su najée$ée diskontinualne.

4. Protocni kalorimetar lako je povezati s automatskim analiti¢kim
spravama (npr. Technicon Auto Analyser), s pomoc¢u kojih se mo¥e izvr-
siti prethodna obradba uzorka (frakcioniranje, dodavanje reagensa i sl).
Pretvori li se izlazni signal mikrokalorimetra, koji je analogna elektri¢ka
veli¢ina, u digitalni oblik, moguce je povezati cjelokupni analiti¢ki uredaj
s elektronickim racunalom i tako vréiti neposrednu (»on line«) obradbu
analitickih podataka i po potrebi pohraniti ih u memori ju racunala za
kasnije statisticke ili sli¢ne studije.

5. Suvremenim mikrokalorimetrima moze rukovati i osoblje bez po-
sebne tehni¢ke naobrazbe.

Naravno, kalorimetrijska je metoda optereéena i stanovitim nedosta-
cima: nedostatak specificnosti, dugo trajanje (iako je danas trajanje po-
kusa proto¢nim mikrokalorimetrom svega 10 minuta, mnoge druge me-
tode traju Cesto tek desetinu tog vremena), manja osjetljivost (stoga je
za kalorimetrijsko odredivanje potrebna veca koli¢ina uzorka).
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Na podru¢ju enzimske kinetike promijenjena je prototna mikrokalo-

rimetrija za odredivanje aktivnosti glukoza-oksidaze, laktat-dehidrogena-

ze,

adenosintrifosfataze (ATPaze), alkalne fosfataze, acetilkolinesteraze i

pronaze (37, 38), a takoder i za pracenje inhibicije acetilkolinesteraze
nekim organofosfornim spojevima (37, 39).

U podrucju termobiologije zanimljivi su radovi Wadsda o rastu E. coli

(37, 40), kojima je pokazao da je kalorimetrijska metoda kud i kamo
pouzdanija nego turbidimetrija za pradenje rasta bakterija. Levin (41,
42) promatrao je cksotermnu aktivnost leukocita i trombocita, te utjecaj
citostatika na nju. Skupina H. Prata (15—17) bavi se proucavanjem ter-
mogeneze ne samo mikroorganizama i insekata ve¢ Cak i malih sisavaca.

10.

11
12.
13:

14.
15.
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Summary

REACTION CALORIMETRY AND ITS APPLICATIONS
IN BIOCHEMISTRY, PHYSIOLOGY AND RELATED AREAS

Most important types of reaction calorimeters (isoperibol, adiabatic, iso-

thermal, conduction) are described and their sensitivity and reliability com-
pared. Examples of the application of calorimetric techniques as thermody-
namic and analytical tools are given,
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