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Abstrakt: Dynamicky rozptyl svétla (DLS) predstavuje nedestruktivni zptisob méteni
diky kterému muzeme za pomoci rozptylu laserového zafeni na vzorku ziskat
hydrodynamicky primér ¢astic v roztoku a nasledné dopocitat jejich rozméry, ¢i
v piipad¢ proteinti stanovit molekularni hmotnost. DLS je dnes hojné uzZivanou
metodou pro studium biomolekul a jejich reaketi, jak je v praci dolozeno ve struéném
ptehledu. V na$i experimentalni praci jsme se zaméfily na méfeni proteinii pomoci
DLS — jako modelovy protein jsme uZivaly lysozym. Usp&$né jsme pomoci téchto
vzorkl optimalizovaly postup pro pfipravu vzorkit a DLS méfeni biomolekul.
V ramci optimalizace metodickych postupti DLS jsme pomoci sacharozy otestovaly
moznosti spravné detekce co nejmensich Castic. Pifi méfeni sachardzy jsme zaSly az
na samou dolni limitu velikosti ¢astic méfitelnych DLS. Pfi tomto méfeni jsme
dokazaly pozorovat linedrni zavislost naméfen¢ho hydrodynamického priméru na
koncentraci sacharézy v roztoku arovnéz, v souhlasu s literaturou, urcit velikost
hydrodynamického priméru sachardzy. Prakticky jsme tak Uspé$Sné demonstrovaly
moznost stanoveni velikosti ¢astic mensich 1 nm.
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Abstract: Dynamic light scattering (DLS) represents a non-destructive method which
can determine the hydrodynamic radius of particles in a sample by laser scattering.
Consequently, their real sizes can be calculated or, in the case of proteins, molecular
masses can be estimated. DLS is nowadays widely used for the study of
biomolecules and their reactions, as is documented in the thesis in a brief review.
Our experimental work was focused on the measurement of proteins by DLS —
lysozyme was used as a model protein. The laboratory protocol for sample
preparation and DLS measurement was successfully optimized. In the framework of
methodology optimization, the ability of correct detection of small particles was
tested using sucrose. We came to the lowest limit of particle dimensions measurable
by DLS using sucrose. We were able to observe the linear dependence of the
measured hydrodynamic radius on sucrose concentration in the solution and we were
also able to determine the hydrodynamic radius of sucrose correctly, in agreement
with literature. We practically demonstrated the possibility of dimension
determination of particles smaller than 1 nm.
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Abstrakt: Dynamicky rozptyl svetla (DLS) predstavuje nedeStruktivny spdsob
merania vd’aka ktorému mézeme za pomoci rozptylu laserového ziarenia na vzorke
ziskat’ hydrodynamicky priemer Castic v roztoku a nasledne dopocitat’ ich rozmery,
¢i vpripade proteinov stanovit molekularnu hmotnost. DLS je dnes casto
vyuzivanou metodou pre Stidium biomolekul a ich reakcii, ako je v praci dolozené
v stru¢nom prehlade. V naSej experimentdlnej praci sme sa zamerali na meranie
proteinov pomocou DLS — ako modelovy protein sme vyuZivali lyzozym. Uspesne
sme pomocou tychto vzoriek optimalizovali postup pre pripravu vzoriek a DLS
merani biomolekul. V rdmci optimalizacie metodickych postupov DLS sme
pomocou sachardzy otestovali moznosti spravnej detekcie ¢o najmensich Castic. Pri
merani sachardzy sme zasli az na samotn dolnu limitu velkosti ¢astic meratel'nych
DLS. Pri tomto merani sme dokdzali pozorovat' linedrnu zavislost namerané¢ho
hydrodynamického priemeru na koncentracii sacharézy v roztoku a rovnako,
vstulade s literaturou, ur€it velkost hydrodynamického priemeru sachar6zy.
Prakticky sme tak uspeSne demons$trovali moznost' stanovenia rozmerov castic
mensich ako 1 nm.

KTlacové slova: DLS, biomolekuly, proteiny, cukry
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1. Dynamicky rozptyl svetla

1.1. Zikladny princip DLS

Dynamicky rozptyl svetla (po anglicky dynamic light scattering = DLS) sa
nazyva tiez kvazielektricky rozptyl (QELS = quasi-elastic light scattering) alebo
taktiez korelacna spektroskopia (PCS = fotonova korelacna spektroskopia). Ide
o neinvazivnu metddu, ktord je vhodnd na meranie velkosti malych Ccastic
[SEVCIKOVA, 2014].

Pri DLS sa obmedzime na useky vcelku jemnych spektralnych zmien. Ked
svetlo (idealne laser, ked'ze ide o vysoko monochromatické svetlo) dopadne na
nejaku latku, elektrické pole svetla vytvara oscilujicu polarizaciu elektronov
v zasiahnutych molekulach, ktoré sa pohybuju neusporiadanym, tzv. Brownovskym
pohybom. Prave tieto molekuly nasledne sltizia ako druhotny zdroj svetla, ktoré
vyzaruju (odrazaju) [BERNE, 1976; PROSSER, 1989].

Pri tomto type rozptylu nedochddza ku zmene vnutornej energie Castic, ktoré
sa rozptyl'uju, je to kvazielasticky rozptyl. Pocas pohybu rozptylenych castic zato ale
dochadza k menSim zmendm frekvencii Ziarenia. Tieto zmeny frekvencii st
realizované za kompenzacie zmien Kkinetickej energie rozptylenych castic
[PROSSER, 1989]. Spominany spektralny posun byva ddsledkom optického
Dopplerovho javu, &iZe javu, pri ktorom je zmena vinovej dizky vyvolana relativnym
pohybom pozorovatela a zdroja.

Velkost’ frekvencného posunu Av pri rozptyle na castici pohybujlicej sa
rychlostou ¥ mozno vypocitat’ za pomoci vztahu [PROSSER, 1989]:

_ i = N 2voun . 2
Av = — Ww,q = — sin(7)cos(a), (1)
pricom K= l?{ — k_o) nazyvame vektor rozptylu, kT; a kj su vlnové vektory
dopadajtcej a rozptylenej viny. 8 je v naSom znaceni uhol zvierany vektormi k_o) a k_l)
(uhol rozptylu), @ je uhol medzi vektormi ¥ a K. vy znadi frekvenciu dopadajuce;j

viny an je index lomu prostredia, v ktorom sa svetlo rozptyl'uje. Aparatira je
znazornena na obrazku 1.
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Obrazok 1: Schematické znazornenie aparatury pre meranie dynamického
rozptylu svetla, upravené z [PROSSER, 1989]

Vzorec, ktory hovori o spektre rozptyleného Ziarenia dostaneme stredovanim
vztahu (1) cez hodnoty uhlov a arychlosti v. Ide o Lorentzovsku zavislost' so
stredom v bode v, [PROSSER, 1989]:

DrK?
4m2(v—v()2+(DTK?2)2’

I(v)~ 2

pricom Dy znaci koeficient translacnej difuzie, ¢o je skalar hovoriaci o vonkajSom
posuvnom neusporiadanom pohybe castice. Tato Lorentzova krivka mé poloSirku
rovnu [PROSSER, 1989]

DrK? 16mvy2n?

. 0
Avyjp = 2L = Dp R sin (). 3)

V pripade anizotropnych latok pozorujeme frekvencny posun rozptylené¢ho
ziarenia 1na zdklade rotacie Castic. KonStruktivna a deStruktivna interferencia
sposobia, ze rozptylené svetlo sa skladd z viny o frekvencii v, a d’alsich dvoch vin,
ktorych frekvencia je vy + 2/t a vy — 2/t. Posunuté frekvencie spdsobuju, ze
rozptylené svetlo ma rozdielne uhlové rozloZenie intenzity a polarizacie.

Ak ku vztahu (2) pripocitame eSte jednu z jednoduchSich situdcii rotacie
anizotropnych castic, a to ty¢inkovi molekulu s polarizaciou dopadajliceho Ziarenia,
ktora je vrovine rozptylu arozptyleného Ziarenia polarizovaného kolmo k rovine
rozptylu, dostaneme zavislost [PROSSER, 1989]:



DrK?+6D
1)~ 4”2(V—Vo§2+(DTIf2+6DR)2 (g — ay), 4)

kde a;, a; st jediné dve nezavislé zlozky tenzoru polarizovatelnosti (rovnobezna
a kolma zlozka k ose molekuly) a Dy je tenzor, koeficient rota¢nej difiizie, popisujuci
neusporiadany vonkajsi rotaény pohyb castice.

Formalne mozno jemne upravit vztah (2) adostat’ zavislost' intenzity
rozptyleného ziarenia na frekvencii v najhrubSom priblizeni. Téato zavislost’ je
[PROSSER, 1989]

DTK?+A
Iv) 4m2(v—v9)2+(DTK2+A)2 * ®)

Pomocntl premennu A sme si zaviedli ako
A = 6Dg + Xk Tk, (6)

T, znali relaxacny cas, €ize dobu potrebnu k tomu, aby intenzita klesla na hodnotu
1/e nasobku jej maximalnej hodnoty, relaxacné Casy s¢itame cez jednotlivé pohyby
usekov.

Zakladnym pilierom DLS metody je zaznamenavanie rdzovych efektov, ktoré
nastivaju pri koherentnom zmieSavani elektromagnetickych vin. V pripade, ze
dopadajt na detektor dve viny s frekvenciami v; a v,, detektor zaznamena intenzitu
[PROSSER, 1989]

I(t) = n?eoc(|ES|? + |EZ|? + 2Re {ELE}" - 2™i(v1= v2)ty) (7)

&o znaci permitivitu vakua.

Signal zaznamenava fotondsobi€ s vysokou citlivostou. Pripadné vykyvy maju
priamy suvis so stupnom difizie molekuly v rozpuStadle aje mozné ich
kvantifikovat’ za pomoci korela¢nej funkcie, definovanej ako:

_ (E@E(t+1))

g91(x) = T (®)

kde zatvorky znacia stredovanie v Case a T je ¢asové oneskorenie .

V priblizeni homodynného rozptylu, tj. rozptylu pri ktorom fotodetektor
registruje len rozptylené svetlo a pocitanie fotonov je ndhodny Gaussovsky proces,
splituje korelacna funkcia pre monodisperzna vzorku vztah [STETFELD, 2016]:

a@)I(t+7))

— 2
won = B+ Blei(D? = B+ pe LT, o

g2(1) =

priCom B je hodnota funkcie v limitnom pripade 7 — oo, § je amplitida korelacnej
funkcie pri nulovom oneskoreni, D je difuzny koeficient a K [PROSSER, 1989]:
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je velkost’ vektoru rozptylu. V pripade polydisperznych roztokov by sme museli
zovSeobecnit’ |g;(7)| na sumu (integral) exponencial [FRISKEN, 2001]. g,(t) sa
v niektorej literature tiez oznacuje ako RCF (RCF = raw correlation function).

Prave diftzny koeficient D vystupujuci vo vztahu (9) potrebujeme zistit
fitovanim danej zavislosti, aby sme nasledne zisteny difizny koeficient, pripadne
koeficienty (pri polydisperznych vzorkach), mohli vlozit' do Stokes-Einsteinovej
rovnice a vypocitat’ tak tzv. hydrodynamicky priemer Dy, €o je priemer tuhej sféry
pohybujucej sa rovnakou rychlostou ako merané Castica. Stokes-Einsteinova rovnica
ma tvar [Malvern, 2007]

Dy = —— (11)

~ 3myD’

kde k je Boltzmanova konstanta, T je absolutna teplota a 1 je viskozita rozpustadla.
Na vypocet distriblicie velkosti sa moze pouzit' tzv. NNLS (NNLS = non-
negative least squares) analyza, ¢ize metdda najmensich nezapornych Stvorcov.
Zakladnou distribuciou, ktort ziskame z DLS je prave intenzita (rozptylu
svetla Casticou podl'a Rayleighovej aproximadcie, ktora je imernd Siestej mocnine jej
priemeru). Ostatné distribucie st generované aZ za fou. Distribicia objemu je
vypocitana na zéklade zistenej distriblcie intenzity.

1.2 Kumulativna analyza

Kumulativna analyza urcuje priemernt velkost’ vzorky a index polydisperzity.
Je vhodna iba pri meraniach, ktoré maji Gaussovsku distriblciu okolo priemernych
hodnét [STETFELD, 2016]. Tento typ analyzy sa vyuZiva napriklad v softwari
Zetasizer od firmy Malvern.

Pri kumulativnej analyze vyuzivame tzv. kumulativnu generujucu funkciu
L(—t,T), pricom I' = —DK?. Generujuca funkcia je definovana ako [FRISKEN,
20017:

L(—7,T) =1Ing, (7). (12)

Zaroven existuje vzt'ah pre m-ty kumulant distribu¢nej funkcie [FRISKEN,

2001]:
d™L(-t,T)
k(D) = 5| (13)
-T

=0

Pre L(—1,T) teda plati [FRISKEN, 2001]:

L(—1,T) = $%_ k(1) &2 (14)

m!



Vyuzitim vzt'ahov (9), (12) a (14) dostavame vel'mi dolezity vzt'ah pre meranie
velkosti molekul za pomoci DLS met6édy [STETFELD, 2016]

In(g,(t) —B) =Inp + 2(—k,T + %TZ —%T?’ + ). (15)
Standardne sa nepouZivaju viac ako prvé tri ¢leny rozvoja na pravej strane
v rovnici (15), aby sa zbyto¢ne neskomplikovalo riesenie [Malvern, 2007]. Dokonca,
v pripade Gaussovskej zavislosti plati, Ze koeficienty k,,-,(I') =0 [FRISKEN,
2001].
Index polydisperzity, vyjadrujtci Sirku distribucie velkosti [1SO22412-2017],
znacime Pdi. Tento index je bez jednotiek a za danych podmienok ho mozno urcit
ako [Malvern, 2007]:

. 2 k
Pdi=—>%, (16)

Relativnou polydisperzitou oznaujeme poloSirku pasu vyjadrent v percentéach:

%Pdi = /(Pdi)100 . (17)

Prili§ vysoké hodnoty polydisperzity naznacuju, ze vzorka nie je pravdepodobne
prili§ vhodna na meranie DLS metédou [Malvern, 2007].

1.3 Non-monomodailna distribu¢na metoda

Na rozdiel od kumulativnej metédy, non-monomodélna distribu¢na tedria
nepredpoklada konkrétny tvar distribiicie pre vlastnosti difuzie, a preto je vhodnejSia
pri meraniach s polydisperznymi vzorkami [STETFELD, 2016].



2. DLS proteinov a malych molekul

2.1. Proteiny

Proteiny st zluceniny pritomné v kazdom zivom organizme na Zemi. Jedna sa
o organické zluCeniny aminokyselin spojenych peptidovou vézbou, ktoré zaujimaju
rozne konformacie, priCom existuje 20 zakladnych aminokyselin [VOET, 2011].
Proteiny, ktoré su stabilné sa Casto vyuzivaju vo farmaceutickom priemysle. Stabilitu
pozadujeme kvoli bezpecCnosti a efektivnosti terapeutickych proteinov. Tie sa
odvijaji prave od spominanej chemickej a fyzikédlnej stability. Degradéaciou
proteinov ako je napriklad agregicia moze dojst k zmenSeniu dostupnosti
proteinovej aktivnej formy a sposobit’ iné neziaduce efekty [WEINBUCH, 2015].

Napriek tomu, ze proteiny nerozptyl'uju svetlo az s takou vysokou intenzitou,
ich meranie sa stdva mozné vd’aka postupujtcej citlivosti pristrojov [SHIBA, 2010].
Uz niekol’ko desatro¢i je vyuZivany DLS na meranie agregatov proteinov
v roztokoch. Prave tymto spdsobom je mozné Studovat’ zédvislost’ réznych faktorov
na stav agregacie danych proteinov atiez detekciu agregatov v bioterapeutikach,
ktoré su, ako sme uz spominali, neziaduce, ked’ze maji nepriaznivé ucinky pri ich
podavani pacientom [LORBER, 2012]. Velkost proteinovych agregatov dokdzeme
zmerat’ DLS metodou popisanou blizsie v kapitole 1. V pripade proteinov existuju
isté Specifikd, ktoré sa pokusime priblizit’ v tejto kapitole.

V praxi sa stava niekedy vyhodou, Ze v pripade multimodalnych distribucii st
casto vysledky silnejSie pre rozmerovo vicSie proteiny. Rozptylend intenzita je
umerna Siestej mocnine priemeru molekuly. To zarucuje, Ze zaznamename 1 menSie
mnozstvo velkych proteinov v pritomnosti velkého mnozstva malych proteinov
[Malvern, 2007].

Proteiny, ale vlastne vSetky biomolekuly merané za pomoci dynamického
rozptylu svetla, by nemali absorbovat® svetlo s vinovou dizkou identickou s vinovou
dizkou pouzitého laseru v merani. [OGENDAL, 2016] Taktiez by mal byt
pripraveny roztok priehl'adny a index lomu biomolekul by mal byt’ odliSny od indexu
lomu rozpustadla [SABU, 2017].

2.2 Tepelna stabilita proteinov

Teplota topenia proteinov je viditelnd pri merani dynamickym rozptylom
svetla ato vyraznym néarastom nameranej intenzity i hydrodynamického priemeru
Castice.

Stabilita daného proteinu je viditelna na jeho teplote topenia. Cim je protein
termalne stabilnejsi, tym ma vysSiu teplotu topenia. Na hodnotu teploty topenia ma
vplyv rychlost’ ohrevu vzorky a ich koncentracie.

Pri vyssich teplotdich sa meni Struktira proteinu. Postupne sa rozbaluje.
Rozbalené casti proteinu zvyknu pdsobit’ akoby proti Brownovskému pohybu a to



prispieva k vicsSej ndhodnosti hodnoty difuzneho koeficientu a zaroven sa prirodzene
s rozbal'ovanim zvécSuje i hydrodynamicky priemer proteinu [SHIBA, 2010].

2.3. Informacie ziskatel’né o proteinoch pri DLS

Pomerne Casto je pri Stadiu proteinov vyuzivana krystalografia. T4 je vSak
¢asovo velmi narocna anavyse ak nesplnime pomerne zlozit¢ podmienky
(homogenita proteinu a optimalne zlozenie krystalizacného pufra), neziskame
krystaly proteinu vébec alebo dostaneme zlu difrakciu ateda i ziskand informacia
nebude dostato¢na [LATTMAN, 2008].

Dynamicky rozptyl svetla sa pontka ako pomerne jednoduchd, casovo
nenaro¢nd neinvazivna metoéda pre overenie vhodnosti proteinovych vzoriek na
krystaliza¢né pokusy.

Pri $tadiu proteinov chceme Casto zistit’ parametre, ktoré mozno zmerat' i za
pomoci DLS metddy. Parametre zahfiaji napriklad teplotu topenia, rozmer proteinu
a jeho stabilitu. Ako sme spominali v podkapitole 2.1., to ¢i je protein stabilny je
vel'mi dolezité pri aplikacii vo farmaceutickom priemysle a i stabilita proteinu je
zmeratel'na taktiez dynamickym rozptylom svetla. DLS je eSte k tomu i metédou
citlivou na zachytdvanie zmien velkosti proteinov spojenych s denaturaciou
agregacii alebo inymi konforma¢nymi zmenami [MINTON, 2016; PECORA, 1985].

Bliz§ie sa venujeme samotnym meraniam proteinov ainych molekul
dynamickym rozptylom svetla spolu s ich zisteniami v kapitole 3.

24. Hydrodynamicky priemer proteinov

Hydrodynamicky priemer Dy nesférickych proteinov je priemer tuhej sféry
pohybujucej sa rovnakou rychlostou ako merany protein.

V pripade zistovania velkosti proteinov dynamickym rozptylom svetla je
vyhodou, Ze mavaju konzistentné zloZenie a ak nie su vystavené prili§ vysokym
teplotdm, st Casto zlozené do pevnych Struktar. To mozno vyuzit’ pri odhade ich
molekulovej hmotnosti na zéklade zisteného hydrodynamického priemeru [Malvern,
2017].

NavySe, zvdc¢Sa nadobudaju proteiny sférické tvary, c¢ize je vyznam
hydrodynamického priemeru priamociarej§i. Mozné Struktury proteinov spolu
s nacrtnutymi  hydrodynamickymi priemermi st pre ilustrdciu zobrazené
na obrazku 2.
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Obrazok 2: Hydrodynamicky priemer proteinov, upravené z [Malvern, 2009]

Ak sa zmeni tvar molekuly, méze dojst iku zmene hydrodynamického
priemeru ato kvoli zmene rychlosti rozptylu. Parametre ovplyviujice
hydrodynamické priemery proteinov st predovsetkym relativna molekulova
hmotnost’ a tvar Struktury proteinu. V pripade nesférickych biomolekul je vSak stale
mozné urcit’ ich tvar DLS metddou. Pre nesférické molekuly je totizto mozné pouzit’
tzv. Perrinov faktor na prepoCet pretiahnutych a sploStenych osovych pomerov.
Tento faktor je umerny hydrodynamickému priemeru [Malvern, 2007].

2.5. Proteiny a Specifika pri ich $tidiu za pomoci DLS

Analyza distribucie velkosti pre proteiny zahfiia, tak ako aj vSeobecne (vid’
kapitola 1), NNLS analyzu. V pripade proteinov vSak nasleduje eSte vyber tzv. L-
krivkou. Princip spociva v tom, Ze sa vyberie 20 moZznych distriblcii a na osu x sa
vynesie presnost’ fitu, zatial ¢o na ose y je hladkost’ funkcie. Vznikne zavislost’
pripominajiica pismeno L, kde nanesieme dve doty¢nice. Vyslednad distribucia
velkosti, ktori vyberieme sa nachddza na priamke prechddzajiicej prienikom
doty¢nic a pociatkom, najblizsie k bodu, kde pretne L-krivku [STETEFELD, 2016].

Z korelacnej funkcie (korelacia je prevadzana v ¢ase) mozno urcit’ ¢i meriame
malé alebo velké Castice, alebo teda skor porovnat’ velkosti viacerych nameranych
biomolekul. Malé castice su totizto rychlejSie ako velké apreto bude i sklon
korelacnej funkcie ,,strm$i*“. Zo zéavislosti korelacnej funkcie sa da takisto urcit’ ¢i
ndahodou nemeriame kontaminovani vzorkou alebo ¢i vysledky nie su prili§
premenné (obrazok 3) [Malvern, 2007].
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Obrazok 3: Tvary korela¢nych funkcii a zavery, ktoré z tychto tvarov moézeme
vyvodit’, upravené z [Malvern, 2007]

2.6. Rychlost’ ¢itania

Rychlost’ ¢itania, ktord je poCas merania taktiez merand je vlastne mnoZstvo
fotonov zaznamenanych za jednu sekundu, ukazuje ndm teda kvalitu meranej vzorky
a mdéze nam napovedat’ ¢i je vo vzorke pritomny teplotny gradient alebo je teplota
vyrovnana a taktiez ¢i je pritomny prach vo vzorke (vid’ obrazok 4). Pravdaze, pri
merani velkosti proteinov a malych biomolekul sa budeme snazit' o rovnomernu
teplotu a ¢o najmensiu praSnost’. V rychlosti ¢itania moze tak isto dochadzat k rastu
hodnét v ¢ase, pripadne k ich poklesu, v tom pripade sa vzorka proteinu zhlukuje,
pripadne vzorka sedimentuje [Malvern, 2007].

ritomnost prachu
Keps normdlna rychlost &itania Keps P P
Keps

teplotné gradienty

Obrazok 4: Zobrazenie priebehu rychlosti ¢itania pri DLS merani: normalna
rychlost’ ¢itania (vlavo hore), teplotny gradient (dole) a pritomnost’ prachu vo
vzorke (vpravo hore) charakterizovana ndhlymi odl'ahlymi skokmi v rychlosti,
upravené z [Malvern, 2007]



3. Priklady merania velkosti malych molekul

Rozoberme niektoré zname vysledky pri merani velkosti molekul za pomoci
DLS metddy a porovnajme tito metddu s inymi metddami, ktoré nam tiez dovol'uju
stanovit’ vel'kost’ malych molekul.

3.1. DLS ainé met6dy merania vel’kosti biomolekil

Dynamicky rozptyl svetla je pomerne uc€inné neinvazivna metdda, ktorda dokaze
zmerat® vel'kosti biomolekul v pomerne velkom rozpidti velkosti. Stile sa vSak
modzeme zamysliet' nad tym ¢i je tato metdoda vzdy najvhodnejsSia alebo existuji
metddy, ktoré za istych podmienok dokazu zmerat’ rozmery biomolekul presne;jsie.

Pomerne populdrnou metédou na zobrazovanie nanocastic je dozaista
transmisna elektronova mikroskopia (TEM) [PABISCH, 2012]. Touto metddou je
mozné ziskat’ distribuciu velkosti &astic i s odhadovanou polydisperzitou. Casto sa
vSak stava, zZe tieto dve metddy (DLS a TEM) davaji rozdielne vysledky, kedze
zaklady spominanych dvoch metdd su Uplne odlisné. DLS pracuje s roztokmi, zatial
¢o TEM vyzaduje suché vzorky v ulravysokom vékuu. VSeobecne byva velkost
Castic zistena dynamickym rozptylom svetla vicsia ako vel'kost’ urcend transmisnou
elektronovou mikroskopiou. Vyhodou oproti TEM je pri DLS schopnost’ zmerat’
ovela vacsi pocet Castic.

DLS vyZaduje pre meranie velkosti riedenie vzorky v rozpustadle. Oproti
tomu SAXS (SAXS = small-angle X-ray scattering, Rontgenovy rozptyl pod malymi
uhlami) dovol'uje zmerat’ 1velkost pre nanocastice v prasku. V meraniach
[PABISCH, 2012] vychadzali pre DLS o trochu véc¢sie hodnoty velkosti molekul
ZrO; aSi0,, pravdepodobne kvoli hydrodynamickej obalke. (Hodnoty zistené
oboma spdsobmi sa zhodovali v rdmci chyby.) V meraniach tieZ bolo vypozorované,
ze na rozdiel od dynamického rozptylu svetla, SAXS nie je metdda citliva na velké
Castice malych koncentracii (pritomnost’ velkych Castic s koncentraciou 1 az2 %
bola zaznamenana DLS, ale nie SAXS).

V ¢lanku [PABISCH, 2012] je dynamicky rozptyl svetla tiezZ porovnany s XRD
(XRD = X-ray diffraction, Rontgenova difrakcia). Kedze XRD sa moze pouzit’ iba
pri krystalickych vzorkdch, moZzeme skonstatovat, Ze DLS je metddou obecnejsie
vyuzitelnou pri merani malych molekual. XRD bolo v praci vyuzité teda iba pri
merani rozmerov zirkonovych nanocastic. Meranie sa zdarilo iba pre malé castice
zitkonia, kde vysledky sthlasia s vysledkami merania DLS metddou. Pri vécsich
Casticiach boli pravdepodobne detekované namiesto agregatov nanocCastic malé
krystalické jednotky.

Dalsou alternativou dynamického rozptylu svetla moze byt i AFM (AFM =
atomic force microscopy). Nevyhodou pri porovnavani s DLS je vSak mensi pocet
analyzovanych castic ateda horSia distribucia vel'kosti a Pdi ako pri merani DLS
[BHATTACHARIJEE, 2016]. V knihe [MUSCHOL, 2014] st zhrnuté
hydrodynamické polomery viacerych prechodnych medziproduktov pocas rastu
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lyzozymového vldkna zistené DLS a AFM. Pri kratkych adlhych vldknach
a monoméroch vychadzali hodnoty hydrodynamického polomeru z AFM mensSie ako
tie z DLS merania. Naopak, oligoméry a protofibrily mali hydrodynamicky priemer
zisteny AFM vicsi ako DLS.

Biochemicky c¢asto pouzivanou metodou je nativna polyakrylamidova
elektroforéza. V ¢lanku [O’NEAL, 1998] ju pouzili v gradientovej podobe
aporovnavali s DLS metdodou meranou pristrojom Zetasizer 300 pri zistovani
velkosti lipoproteinov, bolo zistené, Ze merania velkosti tymito metédami st dobre
korelované. Na rozdiel od elektroforézy je vSak pri DLS mozné presne zmerat
i lipoproteiny nizkej hustoty rychlo a s menSou Sancou na chybovost’.

V ¢lanku  [MEHN, 2017] je zhrnut¢é meranie metdédou analytickej
ultracentrifugacie (AUC). Tato metdda bola povodne uréena na zistenie hmotnosti
proteinov na zéklade ich sedimentacie, ale ukéazala sa ako vhodna ipri merani
distribticie velkosti lipozomu. Na rozdiel od DLS metédy nemusi byt pri merani
analytickou ultracentrifugaciou fluorescencia vzorky prekazkou.

AUC moézZe detekovat’ agregaty, ktoré DLS bezaznamend, ako tomu je
i v publikacii [SCOTT, 2005], kde je prezentované meranie rastu ZrO, koloidov, pri
ktorom DLS metddou pri 50 °C nebola detekovand agegacia Castic. Naopak, AUC
zaznamenala rast asi 1,6 nm velkej Castice.

Metéda NTA (NTA = nanoparticle tracking analysis, analyza trajektorii
nanocatic) pracuje na vel'mi podobnom principe ako dynamicky rozptyl svetla.
Taktiez sa zistuje hydrodynamicky priemer castice dosadenim do Stokes-
Einsteinovej rovnice (11). Na rozdiel od dynamického rozptylu svetla vSak NTA
uruje difuzny koeficient inym sposobom (CCD kamerou) a preto mozu velkosti
vychadzat’ rozdielne. Hustota Castic vo vzorkadch musi byt obvykle vysSia pri DLS
ako pri NTA. Pri DLS vychadza velkost' vSeobecne menSia ako pri NTA, ale
s vicSou chybovostou. A nakoniec, NTA je vhodnejSou metdédou pri merani
polydisperznych vzoriek. Celkovo mé& NTA lepSie rozliSenie ako DLS aje
vhodnejsia pre viacsie molekuly. DLS je zas vhodnejSia pri merani rozmerov castic
mensich ako 30 nm aide o jednoduchSie a v sucasnosti menej financne nakladné
meranie [FILIPE, 2010; BHATTACHARIJEE, 2016].

Disperzna Taylorova analyza (TDA = Taylor dispersion analysis) je oproti
DLS pomerne nova. V praci [HAWE, 2011] je prave tato metdda porovnavana
s dynamickym rozptylom svetla a to pri zistovani rozmerov terapeutickych peptidov,
proteinov aich agregatov (napriklad oxytocin, hovddzi sérovy albumin ¢i
etanercept), ktorych hydrodynamické priemery mali byt priblizne v rozmedzi od
1,6 nm do 14,2 nm. Obe metddy boli schopné urcit’ sprdvne rozmery viacsich cCastic
ipri menSich koncentraciach. Ako konzistentnejSou metddou pri velmi malych
rozmeroch a zaroven koncentracidch sa vSak ukdzala TDA. DLS pri merani
najmensej Castice (oxytocinu) a to hlavne pri nizkych koncentraciach pravdepodobne
neregistrovala len protein, ale 1 iné ¢iasto¢ky v roztoku akymi st i prachové Castice.
Vyvodzujeme to z prili§ vel'kych nameranych hydrodynamickych priemerov oproti
predpokladanému priemeru. Pre urcité koncentracie dosahoval radovo az stovky
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nanometrov a pritom sa predpokladalo, ze hydrodynamicky priemer bude pre
oxytocin radovo vel’ky jednotky nanometrov.

3.2. DLS a meranie ré6znych rozmerov molekiil

Vopraci [HALAKA, 2003] pouzili spektroskopiu dielektroforetickym
dynamickym rozptylom svetla (DDLS = dielectricrophoretic dynamic light-
scattering), ktord urcuje typ makromolekuly na zdklade ich dielektrickych alebo
polarizacnych vlastnosti. Tieto merania prebiehajii v nerovnomernom, oscilujucom
elektrickom poli, ktoré spdsobuje, Ze sa molekuly za¢ni pohybovat’ a to sa prejavi na
DLS autokorelacnej funkcii. Analyzované boli spektra v priestore frekvencii, ktoré
boli ziskané Fourierovou transformaciou. Analyzovali sa cCastice latexu a bunky
kvasinieck. DDLS metoda je pouzitelna v pripade, Ze makromolekuly, ktorych
vel'kost' chceme zmerat su polarizovatelné a zaroveil musi byt sila pouzitého
magnetického pola silnejSia ako gravitacna sila alebo Brownovska. DDLS je vhodné
pouzit’ pre Castice vel'ké aspon 10 nm a za optimalnu bola stanovena velkost’ 50 nm.
DDLS tak nie je vhodna na meranie vacSiny proteinov a polysacharidov, naopak je
napriklad vhodné na meranie polymérov citlivych na DDLS. Necitlivost na malé
molekuly a proteiny moze byt i vyhodou, ked’ze ich detekcia v bunkovej kultire
Casto iba komplikuje interpretaciu merania.

Radovo 10 nm vel’ku Casticu sa podarilo zmerat’ v praci [CADOGAN, 2017],
kde bola za pomoci dynamického rozptylu svetla urend velkost' micely ato
hydrodynamickym priemerom rovnym 17 nm.

V praci [DEV, 2006] st pri merani proteinu, arasidového aglutininu, DLS
metddou tak isto namerané hydrodynamické priemery vel'ké radovo 1-10 nm.

V publikécii [BUMILLER, 2006] dokazali DLS metdédou efektivne zmerat
molekuly ako agregaty fullerénu Cg (radovo vel'ké stovky nanometrov), nanotrubicu
CdSe (radovo desiatky nanometrov dlha a jednotky nanometrov $iroka), nanocastice
syntetizované z oxidov kovov (s velkostami v rozpdti 72—190 nm). Mnohé vzorky
museli upravit’ ¢i uz pouZitim ultrazvuku na rozptylenie cCastic alebo zmenou
povrchovej chémie. Pri agregatoch fullerénu Cgp sa merala vzorka pred a po pouziti
ultrazvuku. Po pouziti ultrazvuku doslo k zmenSeniu hydrodynamického priemeru
a taktieZ polydisperzity.

Pri $tadiu limitnych hodndt velkosti Castic meranych DLS metodou, ato
konkrétne vyuzijic metdédu spitného odrazu (popisand v podkapitole 4.4), v praci
[KASZUBA, 2008] bolo zistené, ze velkosti Castic mensich ako 1 nm (molekula
sachardzy) je stale mozné zmerat’ DLS metodou. Boli merané r6zne koncentrécie
sachardzy. Zistené¢ hydrodynamické priemery molekuly spadali do hodnét, ktoré boli
pre sachar6zu rovnako predpokladané vyuzitim Stokes-Einsteionovej rovnice (11),
do ktorej boli dosadené difuzne koeficienty zistené v [ENGELSEN, 1997].
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3.3. DLS a meranie rozli¢nych tvarov molekiil

Meranie dynamickym rozptylom svetla zavisi i na tvare Castice, ktorti meriame.
Napriklad Castice ktoré su sférické a kompaktnejSie dokazu rozptylit’ viac svetla ako
menej kompaktnejsie ¢astice [ BHATTACHARIEE, 2016].

V pripade nesférickych tvarov molekul je stale mozné pomerne presné urcenie
ich skutocnych rozmerov. V publikacii [BUMILLER, 2006] merali okrem iného
vzorku CdSe. Castice mali byt podl’a vyrobcu 4 nm $iroké a 25 nm dlhé, rozhodne sa
teda nejednalo o sférické molekuly. Rozmery na zéklade merania dynamickym
rozptylom svetla boli uréené pomerne presne, a to na 5,2x25,5 nm. Rozmery boli
vypocitané na zdklade hydrodynamického priemeru zisteného z merania DLS
metoddou vyuzijuc Perrinovu tedriu (vid’ podkapitola 2.4.).

3.4. Vplyv viskozity rozpistadla na meranie

Ako vidno uz 1 zo Stokes-Einsteinovej rovnice (11), urcenie hydrodynamické
priemeru za pomoci DLS metdody zavisi na viskozite rozpustadla ato
nepriamoumerne. Ak meriame jednu molekulu vo viacerych rozpustadlach, kazdé
majlc inu viskozitu, je potrebné previest’ opravu a az potom porovnavat’ vysledky
z merani. V praci [LORBER, 2012] je zhrnuté meranie 7 proteinov v pufroch roznej
viskozity, sledujuc vplyv viskozity na urCenie hydrodynamickych priemerov.
V niektorych pripadoch viskozita nezohrala rolu a to v pripade, Ze bol pufer blizky
vodnému roztoku. Naopak, pri inych vzorkach biomolekul uZ viskozita zasahovala
do urcenia hydrodynamického priemeru a po prevedeni korekcie bolo zistené, Ze
skutocny hydrodynamicky priemer je mensi. Polydisperzita sa kvoli viskozite
nezmenila.

Pri merani velkosti ¢astic vo vzorke l'udského hemoglobinu G [PANCHAL,
2014] bolo nutné taktieZ upravit’ data kvoli zavislosti hydrodynamického priemeru
na viskozite vzorky. Hydrodynamicky priemer i polydisperzita sa po korekcii
zmen§ili.

3.5. Vplyv koncentracie vzorky na meranie

Stava sa, Ze vyS$sie koncentracie nanocastic vyustia do viacnasobného rozptylu,
priCom uz raz rozptylené svetlo interaguje s d’al§$imi molekulami, pred tym nez
dorazi do detektora. Kvoli tomu zaznamenavame niz$iu intenzitu svetla a preto
ziskana velkost’ je umelo mensia.

Naopak, pri prili§ rozriedenych vzorkdch nemusime vygenerovat dostato¢né
mnozstvo svetla, aby bolo zaregistrované detektorom [BHATTACHARIJEE, 2016].

Pri merani vel'kosti polystyrénovych Castic vel'kosti v rozmedzi 20—1 000 nm
pri dynamickom rozptyle svetla prevddzanom pod uhlom rozptylu vel'kom 90° bola
v praci [PANCHAL, 2014] Studovana zavislost’ vysledkov merania na koncentracii
vzoriek. Pre Castice vel'ké 20 nm bolo mozné DLS metddou presne zmerat' rozmery
vzorky pri koncentracii 10"°-10" ¢&astic na mL, kedze namerané velkosti
hydrodynamického priemeru sthlasili s rozmermi udavanymi vyrobcom. Pri menSich
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koncentraciach vsak bol uz zisteny hydrodynamicky priemer vacsi ako ten udavany
dodavatel'om. 1 000 nm &astice pri koncentracii 10" gastic na mL vykazovali mengie
hydrodynamické priemery ako mali. Pri nizSej koncentracii, 10® astic na mL,
rozmer zisteny DLS metoédou sthlasil s hodnotou udavanou vyrobcom. Pri eSte
niz$ich koncentraciach uz boli rozmery premrstené. Celkovo sa dospelo k zaveru, ze
pri vzorkach s vysokou koncentraciou boli vysledné hydrodynamické priemery
podhodnotené. Naopak, pri vzorkach snizkou koncentraciou dostaneme
nadhodnotené rozmery Ccastic. Ked to zhrnieme, s rastiicim rozmerom meranej
Castice sa zmensSovali koncentracie pri ktorych bola spravne meratelna jej velkost’
metédou dynamického rozptylu svetla. Bolo taktiez zaznamenané nadhodnotenie
indexu polydisperzity pri nizkych koncentraciach a to najma pri vacsich Casticiach.

V praci [LORBER, 2012] sa konstatuje, ze koncentracia moze mat priamy
vplyv na ur€ovanie hydrodynamického priemeru meranej biomolekuly. Pozorovali az
60% narast hydrodynamického priemeru na zdklade zmeny koncentracie
biomolekuly tRNA syntetdzy termofilnej baktérie Thermus thermophilus. Tento
efekt, sposobeny pritazlivymi alebo odpudivymi silami medzi populdciami
biomolekul, je vSak mozné odstranit’ sériou merani srdéznymi koncentraciami
a extrapolaciou zavislosti hydrodynamického priemeru na koncentracii. Efekt bol
v niektorych pripadoch mozné vyrazne zmensit’ pridanim NaCl do rozpustadla.

3.6.  Vplyv pritomnosti NaCl v rozpust'adle

Ako sme videli v podkapitole 3.5, niekedy pridanim soli, najcastejSie NaCl, do
rozpustadla menime i6novu silu roztoku, ¢im moéZeme vyrazne ovplyvnit’ vlastnosti
pozorovanych latok. Skupina [LUNDBERG, 2011] pri meraniach zistila, ze ked’ sa
zvysila koncentracia NaCl na 10 mM, neprislo ku Ziadnej zmene charakteru zhlukov
DNA a proteinov. Naopak, v pripade, ze sa zvySi koncentracia eSte viac, ku zmene
dochadzalo. V 100 mM roztoku NaCl sa uz menila Struktara zhlukov
a z podlhovastych retazcov sa stavaji menej dobre definovateI'né tvary.

3.7.  Vplyv teploty vzorky pri merani

Publikacia [LORBER, 2012] opisuje vplyv teploty merania na zdanlivé
a zaroven irealne velkosti proteinov. Co sa tyka metody dynamického rozptylu
svetla, treba rozliSovat’ dva vplyvy teploty na meranie.

Za prvé, voda je menej viskdzna so zvySujucou sa teplotou, zmenu viskozity je
treba vziat’ do uvahy pri vypocte rozmeru meranej biomolekuly. Ked’ boli prevedené
pri dvoch vzorkach [LORBER, 2012] korektury s oh'adom na meniacu sa viskozitu
pri meniacej sa teplote, doslo sa k zaveru, ze in€ vplyvy na meranie pri zmene teploty
st zanedbatel'né, ked’Ze po korekcii sa uz hodnoty hydrodynamického priemeru pri
roznych teplotach zdsadne nemenili.

Netreba vSak zabudat’ ina teplotnu zévislost’ tvorenia agregatov proteinov.
V praci [LORBER, 2012] je opisané¢ meranie tRNA syntetazy z termofilnej baktérie
Thermus thermophilus, pri ktorom bolo pozorované precipitovanie proteinu pri
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ochladeni vzoriek s dostato¢nou koncentraciou daného proteinu. Hydrodynamicky
priemer pri teplotach mensich ako 5 °C sa zvySoval, tak isto pri vyssich teplotach.
Taktiez bolo vypozorované, Ze ak sa s meranymi proteinmi neprekrocia isté medze
teploty (v jednom z pripadov napriklad priblizne 50 °C), a vzorku spitne ochladime,
nepozorujeme ziadne zmeny.

V publikécii [AHMED, 1975] ndjdeme zhrnutie DLS merania dvoch hlavnych
glykoproteinov s vlastnostou proti zamfzaniu, ktoré pochéadzali z krvného
séra Antarktickej ryby Trematomus borchgravinki. S mimoriadne uc¢inné vo vode
a sposobuju znizenie jej teploty mrazu. Tato vlastnost’ bola viditelnad 1 pri
dynamickom rozptyle svetla tychto proteinov. Pri merani neboli DLS metddou
v okoli 0 °C zaznamenané konforma¢né zmeny. Pri esSte nizSich teplotach bliziacich
sa k posunutej teplote mrazu roztoku bolo mozné za pomoci dynamického rozptylu
svetla vypozorovat’ zmensenie hydrodynamického priemeru glykoproteinu.

3.8. DLS meranie proteinov s vizbou

V pripade proteinov, ktoré sa naviazu na iné Castice, mozno pozorovat’ zmenu
v distribucii vel’kosti pred a po naviazani. V praci [SHIBA, 2010] bol tento fenomén
vypozorovany pri proteine kalmodulin, ktory sa naviazal na iény Ca'. Pri
porovnavani zavislosti intenzity na priemere Castic bola spozorovand zmena a to
najme Co sa tyka polydisperzity, naviazanim proteinu klesla relativna polydisperzita
0 8 %, boli merané tak isto iné proteiny, ktoré sa viazali na iné ligandy. V ¢lanku sa
konStatuje, Ze pri naviazani urcitého ligandu na protein dochadza k poklesu
polydisperzity zaznamenanej dynamickym rozptylom svetla.

3.9. DLS a meranie roztokov s roznymi hodnotami pH a tlaku

DLS meranie moZzno uskutocnit’ pri roznych hodnotach pH. V praci [PARK,
2012] porovnavali vplyv pH v rozmedzi 5-11 na stabilitu nanocastic oxidu Zeleza
supravenym povrchom. Experimenty porovnavali s teoretickymi vypoctami
a s meraniami nukledrnej magnetickej rezonancie.

V praci [CADOGAN, 2017] pri merani rozmeru superkritickej CO,-narastenej
micely neboli zistené pri merani vzoriek ziadne ndznaky toho, Ze by bolo meranie
DLS metddou zavislé na tlaku.
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4. Materialy a metody

4.1. Chemikalie

Na pripravu vzoriek sme pouzivali deionizovani vodu (18 MQ/cm), vyrobenu
vo vyrobniku ELGASTAT® II UHQ od firmy ELGA LabWater.

Pouzivané kyvety (vid’ paragraf 4.3) sme po merani vzdy dokladne ocistili za
pomoci kyseliny chromsirovej typ A (PENTA), aby sme odstranili vSetky mozné
necistoty drziace sa na stenach kyviet. Kyvety vzdy a pipetové Spicky v niektorych
pripadoch boli nasledne prefikané stlacenym inertnym plynom.

Stlaceny plyn bol tetrafluorethan v spreji ItDuster od firmy Taerosol (primarne
urceny pre mikroelektroniku).

Ako proteinova vzorku sme pouzivali lyzozym pochddzajuci z vajecného
bieclka (HEWL) od firmy Fluka s relativnou molekulovou hmotnostou My, =
14 600 a pripravili sme si vzorku o koncentracii 1,0 mg/mL v deionizovanej vode
s pridavkom 10 mM NaCl (My,c = 58,44). 3D model HEWL mozno vidiet na
obrazku 5.

Dal$ou vzorkou bola sacharéza C;,H,,0;; od firmy PENTA, s relativnou
molekulovou hmotnostou Mg,, = 342,30. 2D Struktira sacharozy je zobrazena na
obrazku 6.

Pouzité chemikalie boli Cistoty p.a..

wu ¢

Obrazok 5: 3D model HEWL lyzozymu, rozliSenie 1,14, prebraté
z [CIPRIANI, 2012], databaza PDB: 4B0D, spracované v programe Swiss-
PdbViewer [GUEX, 1997]
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Obrazok 6: Chemicka Struktura sachardzy

4.2. Laboratorny material

K pipetovaniu chemikalii a Studovanych vzoriek ndm poslizila kompletna sada
pipiet od firmy Gilson s origindlnymi S$pickami, pripadne sme mali k dispozicii
sterilné Spicky bez RNAz a DNAz s filtrom od firmy TopLine.

Na purifikaciu vzoriek od prachovych cCastic a d’alSich necistot sme pouzivali
centrifuga¢né filtriky Ultrafree-MC o objeme 0,5 mL s hydrofilnymi PVDF
membranami s rozmermi porov 0,22 um a 0,1 pm od firmy Millipore a striekackovy
filter Anotop s rozmermi porov 0,02 pm od firmy Whatman. Ako uz bolo zmienené,
ide o filter striekackového typu, ktory patri k filtrom s najmens$imi pormi aké sa
v dne$nej dobe vyrdbaju. Centrifugacné filtre boli pred pouzitim dva razy
preplachnuté 0,5 mL deionizovanej vody a sto¢ené a to preto, aby doslo k omytiu
pripadnych konzervaénych chemikalii na pdroch filtrov. Na filtrovanie pufrov sme
mali k dispozicii striekackovy filter Puradics s priemerom disku 25 mm, s pérmi
velkosti 0,2 um s PES membréanou od firmy Whatman.

Centrifugovanie vzoriek bolo uskuto¢iiované na stolnej centrifuge GmCLab od
firmy Gilson, ktord umoznuje centrifugéaciu pri 6 000 otdckach za minutu. Sacharézu
sme s deionizovanou vodou miesali za pomoci magnetického mieSadla C-MAG HS 7
od firmy IKA.

Vzorky boli vaZené na analytickych vahach od firmy METTLER TOLEDO,
typ A6245 alebo na laboratérnych véhach FZ-2000i-EC od A&D Instruments.

4.3. Kyvety

Na meranie vzoriek sme pouzivali trojokienkové kyvety z kremenného skla od
firmy Hellma Analytics s vnitornymi rozmermi 3x3 mm (katalégové €islo 105.251-
QS). VonkajSie rozmery kyvety st Standardne 10x10 mm a vnatorny vzorkovy
priestor je cloneny ¢iernym kremennym sklom, z ktorého je kyveta vyrobena. Ide
o najmensi rozmer kyvety odporucany vyrobcom s ohl'adom na 173° spétny rozptyl
pouzivany v ramci naSich merani DLS. Merany objem vzorky bol vzdy 40 uL.
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4.4. Pristrojové vybavenie DLS

Na meranie vel'kosti biomolekul sme pouzivali komerény pristroj Zetasizer
Nano S od firmy Malvern s He-Ne laserom o vlnovej dizke 633 nm. Vyrobcom je
udavané, ze pristroj meria velkost castic v rozmedzi velkosti 0,6 nm — 6 pm
v kvapalnom médiu a ich potencidl zeta [Malvern, 2007].

Merania sme prevadzali pod uhlom 173° (obrazok 6), ¢ize pod uhlom blizkym
spatnému rozptylu. Tato konfiguracia sa nazyva detekcia spiatného odrazu a vyuziva
sa pri nej tzv. technoldgia NIBS, neinvazivnom spédtnom rozptyle (NIBS = non-
invasive back-scattered).

Toto usporiadanie ma hned’ viacero vyhod. Za prvé, dopadajici 10¢ nemusi
prechadzat’ celou vzorkou ateda optickd drdha moéze byt kratSia, vdaka Comu
moézeme zmerat i viac koncentrované vzorky, ktoré by inak mohli prechadzajuci lu¢
vyrazne zoslabit’ ¢i Uplne absorbovat. Taktiez sa znizuje moznost’ neziaduceho
mnohonasobného rozptylu pri priechode vzorkou. Pripadna pritomnost’ prachovych
Castic nie je az tak vyraznd, ked’Zze prachové castice byvaji pomerne velké (oproti
Casticiam bezne Studovanych vzoriek) a preto rozptyl'uju svetlo najmé dopredu a teda
v takomto usporiadani (obrazok 7) nie su zaznamenané.

Pristroj je tiez vybaveny pohyblivou SoSovku, vdaka ktorej je mozné
minimalizovat’ efekt mnohondsobného rozptylu meranim blizSie ku stene kyvety.
Naopak, pri vzorkach s menSou koncentraciou chceme maximalizovat’ rozptyl svetla,
tj. oddialenie meracieho bodu d’alej od steny kyvety a bliZSie ku stredu kyvety nam
zabezpeci dostatocny signal. [Malvern, 2007] Pristroj prevadza nastavenie polohy
SoSovky automaticky s ohl'adom na ziskany signal rozptylu vzorkou.

Z hl'adiska teplotnej stability pristroj umoziiuje merat’ v rozsahu teplot od 2 °C
do 90 °C. Teplota vzorkového priestoru je nastavovand Peltierovym c¢lankom.
Pretoze pri merani s nizkymi teplotami by dochadzalo k neziaducej kondenzacii
vodnych par na stenach kyvety, je vtomto pripade nutné pristroj prefukovat
suSenym vzduchom, na tento pripad je Zetasizer taktiez vybaveny ato Specidlnym
vstupom pre externé prefukovanie plynmi.

Pre obsluhu pristroja, zber dat anésledné vyhodnocovanie merani bol
pouzivany originalny firemny software Zetasizer, verzia 6.20 od firmy Malvern.

detektor

173°

laser yvzorka

Obrazok 7: Schéma geometrického usporiadania merania pri spitnom rozptyle
v pristroji Zetaseizer Nano S, upravené z [Malvern, 2007]
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5. Vysledky merania DLS a ich diskusia

5.1.  Vplyv pripravy vzorky na meranie

Pri merani sme zistovali, akym spdsobom vzorku pripravime tak, aby sme ¢o
najmensimi Upravami mohli zmerat’ rozmery malych biomolekul za pomoci DLS.

5.1.1. Rozpustadlo

Pocas prvych piatich minat sme v grafe rychlosti Citania pozorovali teplotny
gradient a preto su vSetky nasledujuce uvadzané vysledky a grafy z merani po
temperacii trvajucej 5 minat. Prvé meranie prebiehalo s kyvetami s vodou
z vodovodu, destilovanou vodou a deionizovanou vodou. Kyvety sme pred meranim
vyfukali inertnym plynom a s pipetami so Spickami bez filtru sme ich naplnili danym
typom vody. Vysledok merania je vidiet’ v grafe 1 a 2.
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Graf 1: Zavislost podl'a objemu (vlavo) aintenzity (vpravo) na velkosti
pritomnych komponent pre 7 merani: voda z vodovodu, logaritmicka skala
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Graf 2: Zavislost podla objemu (vlavo) a intenzity (vpravo) na velkosti
pritomnych komponent pre 7 merani: destilovana voda, logaritmicka skala
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Voda z vodovodu vykazovala velku polydisperzitu, ako vidno i v grafe 1, kde
je nanesena zavislost’ intenzity a objemu na vel'kosti meranych Castic. Zavislost' ma
vacsie mnozstvo vrcholov. O nieco lepSie dopadlo meranie s destilovanou vodou,
vid’ graf 2. Nakoniec sme sa rozhodli d’alej pracovat’ uz iba s deionizovanou vodou,
ked’ze ta vysla, Co sa tyka polydisperzity, najlepsie, ked’ze primesi bolo tak malo, ze
meranie nebolo prakticky takmer ani mozné apo prvych dvoch zaznamenanych
meraniach bolo kvdli malej intenzite takmer nemeratel'né.

Ako sme uz zmienili, prave deionizovana voda sa ukazala pri Stadiu korelacnej
funkcie ako najvyhodnejSia na meranie, a preto sme s flou uskutocnovali d’alSie
merania.

V meraniach sme tiez zistovali ¢i je vyhodnejSie merat DLS metédou pri
pipetovani vzorky cez Spicku s filtrom alebo bez filtru a v pripade bez pouzitia filtru,
¢i je lepSie prefukanie pipety a stisnutie piestu pipety a azZ potom nasledne nasadenie
Spicky na pipetu a pipetovanie.

Co sa tyka pipetovania, najvyhodnejsie, ¢o sa tyka prasnosti a pritomnosti
inych velkych molektl vysla metdda stlaenia piestu pred nasadenim Spicky bez
filtra, ktora bola prefukand. Pri pipetovani prefiknutymi Spickami sme pozorovali
normalnu rychlost’ ¢itania, naopak pri Spickach s filtrom bola v rychlosti Citania
zaznamenana prasnost. V grafe 3 vidime polydisperznu distribuciu velkosti pre
merania so vzorkou pipetovanou so Spickou s filtrom, ¢o sved¢i o pritomnosti Castic
pochadzajucich pravdepodobne z filtra.

7,,
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Graf 3: Zavislost podla intenzity na velkosti pritomnych komponent:
deionizovana voda prepipetovand so SpiCkou s filtrom pre 2 merania,
logaritmicka Skala

0+l e

Postup pri ktorom pipetujeme s prefukanou $pickou sme pouzivali vo vSetkych
nasledujucich pripravach vzoriek. Prefikanie $picky stlaCenym plynom z oboch stran
nas zbavi istého mnozstva prachu. Mozno je prekvapivé, Ze nepouzitie filtru v Spicke
pipety je lepSie ako jeho pouzitie, no to modze byt spdsobené uvolnovanim
predovsetkym vlakien a drobnych Ciastociek z filtru Spicky pipety.

20



Po prvych meraniach s vodou, kedy sme vylepSovali metédu pripravy, sme sa
dostali az na stav, pri ktorom pripravené rozpuStadlo malo prili§ slaby signal
a meranie nebolo mozné. Preto bolo nutné pridat’ do rozpustadla i nejaku dobre
charakterizovant biomolekulu so zndmou velkostou. Ako vzorovl biomolekulu sme
si zvolili protein lyzozym rozpusteny len v deionizovanej vode. Tento protein ma
znamu krystadlova Struktaru ateda ho mozno porovnat s DLS stanovenym
hydrodynamickym priemerom lyzozymu.

Pri spracovani merania lyzozymu v programe Zetasizer sme zistili na zaklade
polydisperznych distribucii velkosti a taktiez porovnanim molekulovych véah
experimentu s hodnotami, ktoré sme ocakévali so zistenim, ze hodnoty vyjda
rozdielne a to i medzi meraniami samotnymi, sme vyvodili zaver, ze priprava vzorky
nebola optimalna. Na ilustraciu, softwarom Zetasizer odhadnutd molekulova véha na
zdklade naSich merani slyzozymom rozpustenym v deionizovanej vode (po
temperacii) pri centrifugacii a pouziti filtra na prefiltrovanie vzorky (distribucia
vel'kosti uz nebola polydisperznd), bola 4 razy menSia ako vyrobcom uddvana

relativna molekulova hmotnost’ lyzozymu, a to M;y, = 14 600.

Dalsie meranie pre lyzozym sme preto prevadzali v 10 mM roztoku NaCl.

5.1.2. Centrifugacia vzorky

Zistovali sme tiez ¢i je vhodné pouzit’ centrifugaciu vzorky lyzozymu v 10mM
roztoku NaCl. Centrifugaciu pri 6 000 otackach sme prevadzali po dobu 5 minut.
Nasledne sme odpipetovali 40 pL vzorky do kyvety a vzorku zmerali. Ako vidiet
v grafe 4, kde je zndzornend zavislost korelacného koeficientu na case pre
spriemerované merania bez a s scentrifugovanou vzorkou, doslo ku zlepSeniu kvality
merania. V pripade nescentrifugovaného lyzozymu pozorujeme déita so Sumom,
dochadza ku vykyvom vo vysledkoch.
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Graf4: Korelacny koeficient pre spriemerovanych 8 merani vzorky
scentrifugovaného (Cervena krivka) a nescentrifugované¢ho (zelena krivka)
lyzozymu, logaritmicka skala.
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5.1.3. Filtre

V d’alSich meraniach sme zistovali ¢i pride k zlepSeniu kvality merania
v pripade, ze pouzijeme filter na prefiltrovanie vzorky a v pripade, Ze ano, aka
vel'kost’ porov filtra a aky typ filtra pri prefiltrovani lyzozymu je optimélne pouzit'.
Pri merani sme najprv nepouzili ziaden filter (graf 5) a nasledne sme pouzili dva

centrifugacné filtre s rozmermi poérov 0,22 uym a 0,1 pm a jeden striekackovy filter
s rozmermi pérov 0,02 pm.
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Graf 5: Zavislost podla objemu (vlavo) a intenzity (vpravo) na velkosti
lyzozymu zo slepacieho vajca bez filtrovania pre 8 merani, logaritmicka Skéla

V grafoch je znazornend zavislost' intenzity na velkosti molekuly a z toho
dopocitané zavislosti objemu na velkosti proteinu pre sedem merani po temperacii,
pricom pri priprave vzorky bol pouzity striekackovy filter s rozmermi porov 0,02 pm
(graf 6). PoCas merania bez filtra sme pozorovali polydisperzné vrcholy v intenzitnej
zavislosti (graf 5), pri pouZiti filtra uzZ len monodisperzné (graf 6).
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Graf 6: Zavislost' podla objemu (vlavo) a intenzity (vpravo) na velkosti
lyzozymu zo slepacieho vajca pri filtrovani vzorky filtrom s velkost'ou porov

0,02 um pre 7 merani, logaritmicka skala
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V grafoch je tak isto porovnanie merania bez filtra a so striekackovym filtrom
s rozmermi pérov 0,02 um (graf 7). V grafe 7 je pre meranie s filtrom naneseny graf,
ktory sme dostali spriemerovanim 7 merani.
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Graf 7: Zavislost' podla intenzity (vlavo) a objemu (vpravo) na velkosti
lyzozymu s (zelend krivka) abez (Cervena krivka) pouzitia filtra 0,02 pm,
logaritmicka Skala

V grafe 8 vidime distribiciu intenzity pre merania s centrifugacnym filtrom
srozmermi porov 0,22 um, je nanesend iba jedna zavislost, ktord vznikla
spriemerovanim 6smich merani po temperacii.
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Graf 8: Zavislost’ podl'a intenzity na velkosti proteinu pre spriemerovanych
8 merani: lyzozym s pouZzitim centrifugacného filtra srozmermi porov
0,22 pm (zelenéd krivka) a 0,02 pm (Cervena krivka), logaritmicka Skala
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Na zaklade nameranych dat v grafe 6 program Zetasizer odhadol molekulova
hmotnost’ vzorky lyzozymu pri merani s vzorkou prefiltrovanou filtrom s rozmermi
porov 0,02 um na M, = 12 800 + 1 400. Z priemeru merani zobrazenych v grafe 8§,
pri filtrovani cez poéry 0,22 um zas odhadol program Zetasizer molekulovi hmotnost’

lyzozymu na M, = 11700 £+ 2 400. Tieto udaje mozno porovnavat s hodnotou
uvadzanou vyrobcom, ked’Ze ide o monodisperzny vrchol. Pri zrovnani mézeme
konStatovat’, ze namerané hodnoty st v rdmci chyby vzajomne zhodné, no namerané
hodnoty st blizke nominalnej hodnote, ale v ramci chyby o nieco nizsie ako udavana
hodnoty pre lyzozym (v ramci chyby nie st zhodné), ¢o mohlo byt sposobené
algoritmom pre vypocet hmotnosti z hydrodynamického priemeru (ako vidime na
obrazku 5, lyzozym mé d’aleko od dokonalej sféry).

Do grafu 9 sme naniesli spriemerované hodnoty pre merania s tromi réznymi
filtrami. MdZeme skonStatovat, Zze vysledky sa velmi dobre zhoduju, kedze sa
krivky takmer prekryvaju. Ako vidno z odhadnutych molekulovych hmotnosti
1z grafu 9, pri merani rozmeru malej biomolekuly dynamickym rozptylom svetla je
vhodné roztok prefiltrovat’ filtrom s pormi vel'kymi 0,22 pm alebo men§imi. Zaroven
vSak uz nedochddza ku velkym rozdielom v pripade, Ze pouzijeme mensie a mensie
pory vo filtre. Tak isto sa vysledky dramaticky neliSia pri filtrovanim strickackovym
a centrifugacnym filtrom.

Intenzita (%)

d (nm)

Graf 9: Porovnanie zistenej distribucie velkosti lyzozymu pre 3 r6zne filtre
s rozmermi porov 0,22 um, 0,1 um a 0,02 pm, spriemerované po 8 meraniach

Hodnoty hydrodynamického polomeru zistené pre spriemerované hodnoty
vSetkych merani po temperacii pre jednotlivé filtre v programe Zetasizer (ich
distribucie velkosti su zobrazené v grafe 9) st R,*%*= (1,69 + 0,39) nm, R, = (1,72
+ 0,25)nm, R, =(1,70 + 0,35)nm. Vidime, e chyby hydrodynamickych
priemerov st pomerne velké (14-23 %), ale zarovenl sa merania v ramci chyby
zhoduju pre vsetky tri filtre, takZe dostdvame z merani pomerne dobrii predstavu
lyzozymu prefiltrovanom filtrom s vel'kostou pérov 0,1 um.

V prici [KUMAR, 2014] bol taktiez merany hydrodynamicky priemer
lyzozymu a dopracovali sa ku hodnotam v rozpéti 3,32-3,52 nm, s relativnou chybou
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merania 9 %. VnaSich meraniach lyzozymu teda vychadzala hodnota
hydrodynamického priemeru v ramci chyby rovnako.

5.1.4. Optimalna priprava roztoku lyzozymu

Optimalnym postupom na meranie velkosti proteinov, ktory bol
demonstrovany pre lyzozym, za pomoci DLS metddy sa javi nasledujtci:

1) Kyselinou chromsirovou vycistime kyvety, nésledne ich preplachneme
deionizovanou vodou a vysuSime v piecke polozené dnom nahor na
filtratnom papieri, aby sme predisli znecistenim prachovymi Casticami.

2) Pripravime 10 mM roztok NaCl v deionizovanej vode a nasledne ho
prefiltrujeme cez 0,22 um filter.

3) V mikroskimavke rozpustime 1 mg lyzozymu v 1 mL 10mM roztoku
NacCl.

4) Centrifugaény filtrik srozmerom pérov 0,1 um 2 razy prepldchneme
0,5 mL deionizovanej vody.

5) Pipetou odstranim zvysky vody.

6) Dva razy prefiltrujeme cez ten isty centrifuga¢ny filter minimélne 50 pL
pripravenej vzorky s lyzozymom, vzorku pipetujem s pipetou so Spickou
bez filtra, z oboch stran prefukanou inertnym plynom.

7) VysuSenu kyvetu v rukaviciach prefukame stlacenym inertnym plynom, tak
isto viecko kyvety.

8) Prefukneme Spicku pipety bez filtra z oboch stran stlaenym inertnym
plynom.

9) Stlac¢ime piest pipety a nasadime z oboch stran inertnym stlaCenym plynom
prefuknuta Spicku.

10) Prepipetujeme 40 pL pripravenej vzorky do nizkoobjemovej kyvety, ktora
uz vychladla.

11) Po temperacii trvajiicej 5 minit meriame DLS metodou.

K tomuto postupu sme prisli na zdklade viacerych merani DLS metodou a ich
nasledného spracovania v programe Zetasizer, ktoré su opisané v predchadzajucich
podkapitolach.

Urcenie filtru na prefiltrovanie vzorky je diskutabilné, ked’Ze pri vSetkych troch
typoch filtru vysli hodnoty hydrodynamického priemeru podobne. Zaroven merania
pri pouziti vSetkych troch filtroch vykazuji odhadovani molekulovd hmotnost
blizku predpokladanej hmotnosti. Preto je mozné, Zze namiesto pouzitia
centrifugacného filtru v krokoch 4-6 moézeme vyuzit' filter striekackového typu.
Minimalny rozmer poérov pri pouZiti centrifugacného filtru je 0,22 pm.

V prehladovom ¢lanku [STETFELD, 2016] ndjdeme taktiez odporucania
tykajuce sa Cistenia kyvety, autori avSak opomenuli spomenut’ zasady pri pipetovani.
Na to vSak nemozno zabudnut’, ked’ze prefuknutie Spicky pipety nas zbavi velkej
Casti prachu (ako bolo ukazané vyssie), ktora by inak mohla marit’ meranie rozmerov
proteinov dynamickym rozptylom svetla.
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5.2.  Sacharéza pri roznych koncentraciach

Pri merani sacharézy DLS metodou, sme sa snazili pri réznych koncentraciach
zistit’ ako zavisi meranie na zmene koncentracie meranej vzorky a tiez aka je dolna
limita urcenia rozmerov molekil dynamickym rozptylom svetla. Pripravili sme si
7 vzoriek od 5 % do 35 % (w/v) koncentracie sachar6zy v deionizovanej vode tak,
aby vznikli vzorky po 10 mL. Pripravené vzorky v 7 kadickach sme rozmiesali, aby
sa sachardza rozpustila v rozpustadle.

Nasledne sme vzorky prefiltrovali cez striekackovy filter s velkostou poru
0,02 pum do prefuknutych skumaviek. Z tych sme prepipetovali s pipetami so
stlacenym piestom pred nasadenim z oboch stran stlacenym vzduchom prefukane;
Spicky bez filtra 40 uL vzorky do kyviet.

Meranie sa uskuto¢nilo po temperacii vzorky trvajucej 5 minat pri teplote
25 °C. Pre kazdt hodnotu koncentracie sme uskutocnili 4 merania.

Ako vidiet' v grafoch 10-11, je nutné vysledné data upravit na zaklade
viskozity vzorky.
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Graf 10: Zavislost podl'a intenzity na velkosti sachar6zy pri rdznych
koncentraciach, bez opravy vzhl'adom na meniacu sa viskozitu, logaritmicka
skala
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Graf 11: Zavislost podla intenzity na velkosti sacharézy pri rdznych

koncentraciach s opravou vzhl'adom na meniacu sa viskozitu, logaritmicka
Skala

My sme tak ucinili vyuzivajic data dostupné z [KASZUBA, 2008] v programe
Zetasizer (vid’ graf 11). Po Uprave sa uz distribucie intenzity dobre zhodovali pre
roézne hodnoty koncentracie.
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V grafoch 12-13 je vynesena zavislost intenzity aobjemu na velkosti
sacharozy pri 35 % (w/v) pre upravené¢ a neupravené hodnoty, ktoré su
spriemerované. V grafe 12 tiez vidime okrem hlavného vrcholu i vedl'ajSie vrcholy,
ktori ma ale ovel'a vac¢siu hodnotu hydrodynamického priemeru a intenzita je pre
neho mala. Tento druhotny vrchol sme pozorovali pri kazdom merani vzoriek
sachardzy v intenzitnych distribuciach velkosti. Mdzeme sa domnievat, ze ide
pravdepodobne o prachové ¢i iné vzhl'adom na sachar6zu velké castice, ktorych
pritomnost’ je sice oproti sachar6ze vyrazne mensia (vydedukovali sme z intenzity),
avSak DLS metdda je citliva na vacsie Castice a preto boli zaznamenané dynamickym
rozptylom svetla i tak.
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Graf 12: Zavislost podla intenzity na velkosti sachar6zy pri koncentracii
35 % (w/v), bez upravenej viskozity (zelena krivka) a s upravenou viskozitou
(¢ervena krivka), hodnoty su spriemerované zo vSetkych merani pri danej
koncentracii, pouzita logaritmicka Skala
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Graf 13: Zavislost’ podl'a objemu na velkosti sachardzy pri koncentracii 35 %
(w/v), bez upravene] viskozity (zelena krivka) asupravenou viskozitou
(¢ervena krivka), hodnoty su spriemerované zo vSetkych merani pri danej
koncentracii, pouZit4 logaritmicka Skala

Z grafov 10, 11, 12 a 13 moZno vypozorovat, ze ¢im bola vysSia koncentracia
sachardzy v roztoku, tym bola neupravena zavislost’ vzhI'adom na upravent posunuta
smerom k vy$§im hydrodynamickym priemerom. Pri 35 % (w/v) koncentracii je
tento posun najbadatel’nejsi a preto sme vyobrazili posun vrcholu prave pri najvacsej
koncentracii sacharozy (graf 12 a 13).
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Program Zetasizer upozoriioval na to, 7e vzorky nespliiaju kritéria kvality, o
bolo spdsobené vel'mi malymi rozmermi sachardézy a dostali sme sa az na dolnu
limitu velkosti Castic meratelnych dynamickym rozptylom svetla, na
hydrodynamicky priemer Castice blizky 1 nm.

V grafoch 14 a 15 vidime zavislost’ intenzity na velkosti meranej Castice.
V pripade vzorky s koncentraciou 5 % (v/w) sme spriemerovali iba tri merania lebo
jedno bolo mierne odlisné od zvySnych. Nepresnost pri vzorke s najnizSou
koncentraciou mohlo sposobit’ to, ze sacharé6za je velmi mald Ccastica
a z podkapitoly 3.5. vieme, ze ¢im je menSia Castica, tym sa zvySuje koncentracia, pri
ktorej je rozumne zmeratelnd jej velkost dynamickym rozptylom svetla.
Pravdepodobnejsie vSak iSlo len o zl¢é uréenie koncentracie vzorky. Pri dalSich
koncentraciach sme uz priemerovali vSetky Styri merania.
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Graf 14: Zavislost' podla intenzity na velkosti sachardzy pri koncentracii
5% (w/v) (Cervena krivka), 10 % (w/v) (modrad krivka), 15 % (w/v) (zelena
krivka), spriemerované upravené hodnoty, logaritmicka Skala
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Graf 15: Zavislost podla intenzity na velkosti sachar6zy pri koncentracii
20 % (w/v) (Cervena krivka), 25 % (w/v) (zelena krivka), 30 % (w/v) (modra

krivka), 35 % (w/v) (Cierna krivka), spriemerované upravené¢ hodnoty,
logaritmicka Skala

Z tychto spriemerovanych dat (aZ na hodnotu koncentracie 5% (w/v)) sme tak
isto odhadli v programe Zetasizer hydrodynamicky polomer a nasledne sme vyniesli
do grafu 16, tzv. Debayovho grafu, zavislost hydrodynamického priemeru na
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vwe

ostatnych merani, meranie s tak malou koncentraciou bolo pravdepodobne prili$
nepresné aj kvoli tomu, ze sme pred tym filtrovali striekackovym filtrom vzorky
s koncentraciou 35% (w/v) apravdepodobne zostalo v strickacke malé mnozstvo
roztoku s vysokou koncentraciou, ktoré sme nasledne nabrali do kyvety.

Linearnou regresiou v tabulkovom editore Excel dostavame linearny fit
naneseny v grafe 16 a hodnotu hydrodynamického polomeru pri nulovej koncentracii
atoRyo =19 nm.

0,00 T T T )
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00
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Graf 16: Debayov graf, zavislost hydrodynamického polomeru sacharozy
(zisten¢ho z priemeru intenzitnych distribucii vel'kosti) na jej koncentracii pri
merani DLS metodou, s linedrnym fitom predizenym do nulovej koncentracie

Pri porovnani s vysledkami z ¢lanku [KASZUBA, 2008] zistujeme, Ze nami
zisteny hydrodynamicky priemer je vacsi. V tomto texte boli pre 4 merania
extrapolované zéavislosti do nuly a zistené hydrodynamické priemery v rozmedzi od
1,L03nm do 0,59 nm. My sme zistili hodnotu hydrodynamického priemeru
spriemerovanim vSetkych merani, ¢iZe tu sa nase spracovanie so spominanym textom
mierne liSia. TaktieZ unas mohlo ddjst’ pri merani s roznymi koncentraciami ku
zlému urceniu danej koncentracie, ¢o mozno vyvodit 1z drobnych odchylok
nameranych dét od linedrneho preloZenia zavislosti v grafe 16.

Pre nepresnost’ naSej pripravy vzorky (chyba v koncentraciach) nebola
dosiahnutd maximalna moznd presnost’ merania, no i tak sme boli schopny zmerat’
radovo spravne rozmery sachardzy ahlavne zaznamenat zavislost merania na
koncentracii vzorky. Z prace [KASZUBA, 2008] vsak vyplyva, Ze dynamicky
rozptyl svetla je schopny pomerne presne zmerat itak mali Casticu akou je
sachar6za. Usudili sme ztoho, Ze pre budice sachar6zy meranie DLS metddou
a podobne malych Castic je nutné vyvarovat’ sa nepresnému urceniu koncentracii
a nasledne sme zmerali sacharozu este raz, tento krat s vd¢Sou presnost'ou v ur¢eni
koncentracie vzorky.

29



5.3.  Druhé meranie sacharozy

Pri druhom merani sachar6zy iSlo o obdobné meranie popisané
v podkapitole 5.3., avSak par krokov sme previedli presnejSie, aby sme sa dostali ku
lepSej presnosti ur¢enia koncentracie sachardzy. Za prvé sme pri vazeni sachardzy
vyuzili analytické vahy, ktoré st presnejSie. Za druhé sme upravili sposob filtrovania
vzorky. Stale sme filtrovali filtrom s pérmi 0,02 um, no tento raz sme pri kazdom
prefiltrovani prvych asi 1 mL roztoku dali do odpadovej kadicky z dovodu
precistenia filtra. Po filtrovani kazdého roztoku sme si vymenili striekacku. Roztoky
sme filtrovali od najmenej koncentrovaného po najkoncentrovanejsi, vyuzijic jeden
filter na dva roztoky (az na filter pri 35 % (w/v), ten sme pouzili iba na tito vzorku).
Pre vSetky vzorky sme namerali 5 merani po temperécii.

Pozorovali sme podobné posuny, ¢o sa tyka upravy dat na zaklade realnej
viskozity roztoku, bliz§ie popisanu v podkapitole 5.2., vid® graf 17 a graf 18
s neupravenymi a upravenymi hodnotami.
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Graf 17: Zavislost podla intenzity na velkosti sacharézy pri rdznych

koncentraciach, bez opravy vzhl'adom na meniacu sa viskozitu, logaritmicka
Skala
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Graf 18: Zavislost podla intenzity na velkosti sacharézy pri roznych

koncentraciach s opravou vzhl'adom na meniacu sa viskozitu, logaritmicka
Skala

V grafe 19 a grafe 20 je nanesend distribucia velkosti pre vzorky vsetkych
koncentrécii, ktoré sme upravili podl'a viskozity a spriemerovali.
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Graf 19: Zavislost podla intenzity na velkosti sacharézy pri roznych

koncentraciach (pri kazdej koncentracii bolo spriemerovanych 5 merani)

s opravou vzhl'adom na meniacu sa viskozitu, logaritmicka skala
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Graf 20: Zavislost podla objemu na velkosti sachardézy pri roznych
koncentraciach (pri kazdej koncentracii bolo spriemerovanych 5 merani)
s opravou vzhl'adom na meniacu sa viskozitu, logaritmicka skala

V grafe 21 je eSte viditel'nej$i posun na zéklade upravy viskozity. Vidime, Ze
pri uprave pre roztok s koncentraciou 35 % (w/v) sa odhadovany hydrodynamicky
priemer zmensil.
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Graf 21: Zavislost’ podl'a objemu na velkosti sachardzy pri koncentracii 35 %
(w/v) 5 merani s opravou a 5 merani bez opravy vzhladom na meniacu sa
viskozitu, logaritmicka Skala

31



Na rozdiel od predchadzajuceho merania sachardzy sme vSak urcili ovela
presnejSie koncentracie vzoriek, ¢o nadm i potvrdzuje ziskany Debayov graf zo
spriemerovanych 7 vzoriek po 5 meraniach (vid’ graf 22), kde sme linearny fit opat’
predizili do nulovej koncentracie a obdrzali sme hodnotu hydrodynamického
polomeru, a to RH,O2 = 0,50 nm, Co suhlasi s meranim v ¢lanku [KASZUBA, 2008],
kde boli hydrodynamické priemery sachar6zy uréené v rozmedzi od 1,03 nm do
0,59 nm.
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Graf 22: Debayov graf, zéavislost hydrodynamického polomeru sachardzy
(zisteného z priemeru intenzitnych distribucii vel'kosti) na jej koncentracii pri merani
DLS metddou, s linearnym fitom predizenym do nulovej koncentracie

TaktieZ vidime, Ze na rozdiel od grafu 16, aj 5 % (w/v) bola namerana spravne
a celkovo namerana zavislost mé ovela blizsie k linearnej ako v grafe 16. Dokézali
sme teda, Ze DLS metoda je schopnd, i ked’ uz ide o limitu, zmerat’ Castice, ktoré
dosahuju rozmerov len 1 nm.
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6. Zaver

Meranie velkosti Castic za pomoci DLS metddy je ¢asto vhodnou metodou
v pripade, Ze sa prevadza za optimalnej pripravy vzorky a ak madme na pamdti jej
limity. Meranie je rychle as malymi narokmi na pripravu vzorky oproti inym
metodam. Urcenie hydrodynamického priemeru biomolekul pri dynamickom
rozptyle svetla byva ovplyvnené koncentraciou vzorky, viskozitou, teplotou
a d’alsimi faktormi. V pripade nesférickej Castice je asto mozné redlny tvar Castice
dopocitat’ na zadklade hydrodynamického priemeru. Z doteraz dostupnych vysledkov
a tieZ naSich merani vyplyva, Ze DLS metddou mozno zmerat’ rozmery biomolekul
velkosti radovo od 1 nm az do 1 000 nm.

Pri sérii roznych merani sme zist'ovali idealny postup pri priprave vzorky na
meranie vel'kosti biomolekuly za pomoci DLS metddy s vyuzitim metoédy detekcie
spatného odrazu NIBS, ako vzorovy protein ndm posluzil lyzozym. Na zaklade
tychto merani popisanych v kapitole 5 povazujeme za optimalne pripravit’ vzorku
nasledujucim sposobom:

Vycistime kyselinou chromsirovou alebo inym Ccistiacim roztokom kyvety
a preplachneme ich deionizovanou vodou. VysuSime v piecke oto¢ené dnom nahor
na filtracnom papieri. Vzorku s biomolekulou v poldrnom roztoku dva razy
prefiltrujeme za pomoci centrifugacného filtra s vel'kostou porov 0,22 um a menej,
ktory sme pred tym preplachli deionizovanou vodou. Tu treba vSak zakazdym zvazit
¢1 je naozaj mozné centrifugacny filter pouzit, ked’ze sa moze stat’, Ze sa bude dana
biomolekula viazat' na membranu filtru, &o je neziaduce. Spi¢ku pipety bez filtra
prefukneme zoboch stran stlatenym inertnym plynom, stlacime piest pipety
anasadime Spicku na pipetu. Prepipetujeme vzorky do vysuSenej, prefuknutej
a vychladnutej kyvety. Kyvetu vlozime do pristroja. Na zaciatku pockdme 5 minuat na
temperaciu a potom za¢neme zaznamenavat’ meranie.

V ramci optimalizacie metodickych postupov DLS sme sa rozhodli otestovat’
moznosti spravnej detekcie ¢o najmenSich Castic. Pri naSom merani sachardzy sme
zaSli aZ na samu dolnt limitu velkosti Castic, ktoré moZzno zmerat dynamickym
rozptylom svetla. Pri tomto merani sme dokézali vypozorovat linedrnu zavislost
namerané¢ho hydrodynamického priemeru na koncentracii sachardzy v roztoku
a taktieZ sthlasne s literatirou urcit’ vel'kost’ hydrodynamického priemeru sachardzy.
Prakticky sme tak tispeSne demonstrovali stanovenie rozmerov Castic velkych 1 nm.
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8. Zoznam skratiek

AFM = atomic force microscopy, mikroskopia atdmovych sil

DDLS = dielectricrophoretic dynamic light-scattering, dielektroforeticky dynamicky
rozptyl svetla

DLS = dynamic light scaterring, dynamicky rozptyl svetla

HEWL = hen egg white lysozyme, lyzozym z bielka vajca sliepky

NIBS = non-invasive back-scattering, neinvazivny spitny rozptyl

NNLS = non-negative least squares, nezdporné najmensie Stvorce

NTA = nanoparticle tracking analysis, analyza trajektorii nanocastic

PCS = photon correlation spectroscopy, fotonova korelacna spektroskopia
Pdi = polydisperzita

PES = polyethersulfone, polyetersulfon

PVDF = polyvinylidene fluoride, polyvinilidén-fluorid

QELS = quasi-elastic light scattering, kvazielelasticky rozptyl svetla

RCF = raw correlation function, ¢ista korelacna funkcia

RMM = resonant mass mesurement, rezonanc¢né meranie hmotnosti
SAXS = small-angle X-ray scattering, Rontgenovy rozptyl pod malymi uhlami
TEM = transmisna elektronova mikroskopia

TDA = Taylor dispersion analysis, disperzna Taylorova analyza

XRD = X-ray diffraction, Rontgenova difrakcia

38



