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CIACHOVANIE VIZUALNEHO PRISTROJA NA MERANIE INTENZITY
ROZPTYLENEHO SVETLA

FRANTISEK SOKOL

Virologicky tstav Ceskoslovenskej akadémie vied v Bratislave

Pristroje na meranie intenzity rozptyleného svetla treba pred vlastnymi
meraniami dékladne overit. Ciachovanie méze byt absolitne* alebo rela-
tivne. Pri relativhom ciachovani pouZivame litky o znamych fyzikalnych
vlastnostiach, ktoré si zo ziskanych rozptylovych tdajov spitne overujeme.
V tejto praci opiSeme niektoré jednoduché spésoby kontroly justicie rozptylo-
vého pristroja pomocou dobre definovanych, vSeobecne pristupnych Stan-
dardov.

Materidl a metédy
Polystyrénovy latex

PouZivali sme polystyrénovy latex LS-040-A (Dow Chemical Company, Midland,
Michigan, USA) v deionizovanej vode. Podla tdajov dodévatela obsahoval latex okrem
dastic polystyrénu aj emulgatory, zvySky katalyzatorov a soli z tlmivych roztokov. Cel-
kovy obsah tuhych latok v latexe bol 10,8 %. Priemernd velkost &astic polystyrénu
stanovens dodavatelom bola 880480 A (podet meranych Sastic 1164) a ich Epecifickd
véha 1,05 g/ml. Molekulova véaha M polystyrénu poéitané na zéklade sférického modelu
podla vztahu

M =4.7.r3.N3.v, (a)

(r = polomer polystyrénovej éastice, N = Avogadrovo é&islo, v, = Specificky objem)
je 4,88.107.

Strouhlikovy Standard

Ako rozptylovy Standard pouZivame sirouhlik. Sirouhlik p. a. ¢istime chemicky a rekti-
fikéciou podla Pestemera [2], nado ho trikrat predestilujeme za utajeného varu, aby

sme ho zbavili prachu. Hodnotu 44,2.10-% berieme za jeho Rayleighovu konStantu**.
Uchovavame ho v tme a po 2 mesiacoch pripravujeme éerstvy.

Konsky sérumalbumin

Pouzivali sme konsky sérumalbumin viackrat kryStalovany siranom aménnym. Albu-
min bol vo fosfétovom tlmivom roztoku*** o pH 7,70 elektroforeticky homogénny. V ana-
lytickej ultracentrifige v acetdtovom tlmivom roztoku o pH 5,25 a iénovej sile 0,04
bolo pozorovatelné tak isto len jedno maximum o sedimentadnej konstante s,o = 4,39 S
pri koncentracii 10-2 g/ml.

* Kratky prehlad o metédach absolutneho ciachovania podavaju Doty a Edsall[1].

** Redukovand intenzita svetla rozptyleného sirouhlikovym Standardom pod uhlom
90° vo valcovitej kyvete bez aplikécie korekénych faktorov.

*** Koncentricia fosfatu v tlmivom roztoku bola 0,02 m, koncentracia NaCl 0,15 m.
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Virus tabakovej mozaiky

Virus sme pripravili zo zmrazenych listov prirodzene infikovaného tabaku. Normélne
bielkoviny z tabakovych listov pritomné v surovej stave sme najprv zrazili pri pH 4,6
[3], nado sme ich spolu 8 ostatnymi balastnymi latkami odstrénili nizkoobrétkovym od-
stredenim. Virus pritomny v tekutine nad sedimentom sme vyzréZali pri pH 3,3, zraze-
ninu sme oddelili odstredenim a suspendovali vo vodovodnej vode. Suspenziu sme pri
+5 °C dialyzovali dva dni proti vodovodnej a dva dni proti destilovanej vode. V prie-
behu dialyzy sa virus rozpustil. Nepatrné mnoZstvo nerozpustnych latok sme oddelili
odstredenim. Virus sme dalej &istili dvojnésobnym sedimentovanim pri 70 000 g po dobu
90 minit. Jeho roztok v destilovanej vode sme potom zmrazili a roztavili a vyzréZané
balastné bielkoviny sme oddelili nizkoobrdtkovym odstredenim. Nakoniec sme ho este
raz sedimentovali pri 70 000 g po dobu 90 minuit, sediment sme rozpustili v destilovanej
vode a roztok sme odstredenim vyé&irili. Koneény roztok virusu obsahoval 1,73 mg N/ml.
Udr#ovali sme ho 7 tyZdiiov v chladni¢ke pri 41 °C, neZ sme ho pouZili na rozptylové
merania.

Stanovenie koncentrdcie

Koncentraciu konského sérumalbuminu a virusu tabakovej mozaiky sme uréovali
na zaklade obsahu dusika vo vzorkéch, stanoveného mikrometédou podla Kjeldahla.
Prepoditavaci faktor z obsahu dusika na obsah alburinu je 6,25, kym na obsah virusu
6,024 ([4], str. 185). Relativnu koncentréciu virusu v jednotlivych roztokoch sme kon-
trolovali aj meranim extinkeie pri 2620 A na ultrafialovom absorpénom fotometri ,,Uni-
cam‘‘.

Elektroforéza
Elektroforézu sme uskutoénovali na Tiseliovom elektroforetickom pristroji ,,Meopta‘‘.

Ultracentrifugdcia

Cistotu a sedimentadnt konstantu konského sérumalbuminu sme uréovali na analy-
tickej ultracentrifuge ,,Phywe‘.

Elektrénova mikroskopia

Elektrénové mikrofotografie boli zhotovené mikroskopom Siegbahn-Schénander.
Preparaty sa tienili chrémom. Zvi¢Senie mikroskopu sa kalibrovalo Standardnym poly-
styrénovym latexom, odtlaSkom mriezky (576 &iar na 1 mm) a priamym meranim otvo-
rov v sietke svetelnym a elektrénovym mikroskopom. Maximélny rozdiel medzi zvad-
govacimi faktormi stanovenymi jednotlivymi metédami bol nieéo nad 10 %.

Rozptylové merania

Rozptylové merania sme robili na vizudlnom pristroji vlastnej konstrukcie [5] pri
vinovej dizke svetla 547 mu. PouZivali sme valcovité kyvety o priemere 40 mm so zé-
brusovym vrchnaéikom. Objem rozptylujaceho roztoku bol 20—22 ml. Zakladny roztok
albuminu sme &istili najprv nizkoobritkovym odstredenim a potom trojnisobnou pre-
tlakovou filtraciou cez skleny frit G5 (Schott, Jena) v zdbrusovej aparature. Zakladné
roztoky virusu a polystyrénového latexu sme &istili odstredovanim. Pri vypodtoch sme
aplikovali len korekény faktor na rozdielnost indexu lomu rozptylujuceho prostredia
a prostredia detektora, ktory sa v nafom usporiadani rovné », t. j. indexu lomu roztoku
pri 547 mu.
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Odstredovanie

Nizkoobratkové odstredovanie sme uskutoéniovali na uhlovej odstredivke MSE, od-
prafovanie na uhlovej odstredivke Janetzki. Virus sme sedimentovali na preparaénej
supercentrifige LKB.

Meranie rozdielu indexu lomu

Rozdiel indexu lomu medzi roztokom a rozpustadlom sme merali na laboratérnom
interferometri Zeiss pri 546 mu*. Inkrement indexu lomu sme stanovili ako pediel roz-
dielu indexu lomu a prisluSnej koncentrécie.

Experimentalna cast

Prechod zviéazku luéov prostredim kyvety

Dokonale kolimovat sa daju len ltde vychddzajuce z bodového zdroja svetla. Pri na-
Som pristroji tdto poZiadavka nebola splnend, a preto sme prihliadali aspon na to, aby
prechod zvézku ladov prostredim valcovitej kyvety o priemere 40 mm sa 8o najviac pri-
blizoval podmienkam idedlnej kolimécie. V naSom usporiadani prechidza zvézok ladov
prostredim kyvety tak, Ze v pohlade zhora sa zbieha pod uhlom g a v pohlade zboku sa
rozbieha pod uhlom ¢, ako je to schematicky zndzornené na obr. 1. Uhly B a ¢, ktoré st
mierou dokonalosti kolimécie, sme na zéklade jednoduchych geometrickych vztahov
vypogitali zo zngmeho priemeru kyvety a z rozmerov obrazov obdfZnikovej vystupnej
$trbiny zdroja svetla na vstupnej a vystupnej stene valcovitej kyvety. KedZe sposob
prechodu zvizku lddov prostredim kyvety zévisi aj od indexu lomu prostredia, uhly
B a @ sme uréili osobitne pre destilovanti vodu a osobitne pre sirouhlik**. Kyvetu naplnent
rozptylujicou tekutinou sme obtodili fotografickym papierom; fotografovali sme obraz
vystupnej Strbiny zdroja svetla na vstupnej a vystupnej stene kyvety a zmerali sme ich

vy Zboku

_, %hora
Sz pi==-
]
Obr. 1. Prechod Itéov zdroja svetla pro- Obr. 2. Geometrické znézornenie roz-
stredim vo valcovitej kyvete. ptylujticeho prostredia vo valcovitej ky-

vete, osvetleného liu¢mi zdroja svetla.

rozmery. Obraz vystupnej $trbiny mal na vstupnej stene kyvety rozmery 7,50 X 5,756
mm**¥* kym na vystupnej stene 11,60 % 3,60 mm pre destilovant vodu a 11,80 X 2,50
mm pre sirouhlik. KedZe povrchy valca vymedzené zvizkom laéov sa daju aproximovat,
bez toho, Ze by sme sa dopustili znatelnej chyby****, obdf#nikmi, mo#no uhol 8 a @ Vy-

* Polychromatické svetlo pouZivané pri tomto pristroji je ekvivalentné svetlu o vinovej
dfzke 546 my. (Ozndmenie firmy C. Zeiss, Jena.)

** V naSom laboratériu meriame prevaZne intenzitu svetla rozptyleného vodnymi
makromolekulovymi roztokmi a sirouhlikovym Standardom.

*** Prvy rozmer je vyska.
*¥kx Vyplyva to z geometrie kruhového vyseku pri danych podmienkach.
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potitat z geometrie osemstena vzniknutého zrezanim Stvorstena dvoma rovinami kol-
myini na os Stvorstena (obr. 2). Ak je priemer kyvety d, vyska obrazu vystupnej §trbiny
na vstupnej stene kyvety v, na vystupnej stene v,, ako aj analogicky Sirka vystupnej
strbiny &, a §,, hodnoty uhlov ¢ a § dostaneme z vyrazov:

v, — v
@ = 2.arctgz2.“dp (b)
By =&
B = 2.a.rctg———p2.d 2 (c)

V naSom usporiadani ¢ = 5°52' a f = 3°14’ pre destilovant vodu. Pre sirouhlik ¢ =
= 6°10" a B = 4°40’.
Kontrola uhlovej justédcie pristroja
Stanovenie velkosti polystyrénovych astic

i Uhlova justdciu nasho pristroja sme kontrolovali zmeranim disymetrii roztokov
Standardného polystyrénového latexu LS-040-A. Ako vidiet z elektrénovej mikrofoto-
grafie (obr. 3), ¢astice polystyrénu maja tvar gule. Priemer nepokovenych polystyréno-

Obr. 3. Elektrénova mikrofotografia polystyrénového latexu LS-040-A. V hornej pravej
polovici obrazu latexové astice pokovené chrémom, v dolnej lavej polovici nepokovensé.
Zviacsenie 31 800 krat.

vych Sastic urdeny z elektrénovej mikrofotografie je 916 +53 A (podet meranych dastic
607), kym pokovenych je 1225--38 A (podet meranych &astic 110). Distribticia velkosti
latexovych Gastic je takd mald, Ze vzorku latexu moZno povaZovat prakticky za mono-
disperznt. Zakladny roztok pre rozptylové merania sme pripravili zriedenim 0,2 ml
pdvodnej suspenzie latexu 45 ml destilovanej vody. Za uelom odstrénenia prachovych
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dastic sme roztok odstredovali 90 minut pri 10 000 g, nado sme ho pipetou premytou
aceténom filtrovanym trikrat cez frit G4 (Schott, Jena) a chrénenou zédbrusovym puzdrom
preniesli do rozptylovej kyvety. Zakladny roztok obsahoval asi 4,4.10~* g/ml polystyrénu.
Roztoky o niZSej koncentrécii sme pripravovali postupnym riedenim zdkladného roztoku
v pomere 1 : 1 destilovanou vodou filtrovanou trikrét cez frit G5 pretlakovou filtrdciou
v zébrusovej aparature. Zmerali sme intenzitu svetla rozptyleného jednotlivymi roztok-
mi pri uhloch 45° a 135°. Disymetriu z sme poéitali ako podiel tychto dvoch veliéin,
priéom sme zanedbali rozptyl rozpustadla. Vnutorni disymetriu

2] = lim 2

=T (@
sme uréili extrapoldciou hodnét z na nulova koncentraciu (obr. 4). Neznalost absolutnej
koncentrécie polystyrénu nie je na zévadu, lebo sme pracovali metédou znémeho zrie-
denia. Vysledky merani st zhrnuté v tab. 1, pri¢om v poslednom riadku tabulky je uve-
dené extrapolovand hodnota disymetrie.
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Obr. 4. Zavislost disymetrie od koncentrécie polystyrénového latexu. Koncentrécia
vyjadrend v relativnych hodnotéch.

Tabulka 1

Polystyrénovy latex. Zavislost disymetrie od koncentracie

Cislo Relativna koncentricia 2z
1 16 1,106
2 8 1,185
3 4 1,249
4 2 1,247
5 1 1,314
6 — 1,297

Z obr. 4 vidiet, e namerané hodnoty leZia v rdmci experimentalnych chyb na priamke.
Hodnota vnutornej disymetrie, poéitand metédou najmensSich Stvorcov, je 1,297. Na
zéklade vztahu medzi disymetrickym faktorom rozptylu P(®) pre sférické d&astice,
uhlom pozorovania intenzity rozptyleného svetla @, vinovou dizkou rozptyleného svetla
(vo vékuu, v centimetroch) Ay, indexom lomu rozptstadla n, a velkostou (priemerom)
sférickej éastice D [6]:

P(O) = [%.(sinm — a;.cosx)]z, (e)
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kde x = k.s.D[2, k = 2.7.1[A, 8 = 2.8in(6/2), moZno wréit vztah medzi z a D.nyfle-
Pre [z] = 1,297 dostdvame D.nyfdp = 0,211 a D = 866 A.

Radiaénd obdlka sirouhlikového $tandardu

Radiatnu obélku sirouhlika &isteného spominanym spOsobom sme zmerali v obore
135—45° (obr. 5). Spravnost uhlovej justécie nésho pristroja vyplyva z jej symetrie. Tre-

2,00
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Obr. 5. Radia¢né obélka sirouhlikového rozptylového Standardu.

ba vSak poznamenat, Ze sirouhlik vykazuje pomerne znaéni depolarizacin pri uhle 90°
[7], takZe z experimentilnych vysledkov nie je moZné uréit uhlovy faktor redukcie
osvetleného objemu na podmienky pri uhle 90°.

. Radiaénd obdlka konského sérumalbuminu

Premerali sme radiaéni obdlku roztoku konského sérumalbuminu v 0,154 M roztoku
NaCl o koncentrécii 5,78.10-3 g/ml. Vysledky merania st znédzornené na obr. 6. Ako

2,5|45° 50° 53° 60° F0° 80° 90° 100° 110°  120°125° 130° 135°
2,0
. 1T}
]
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Obr. 6. Radiadné obhalka konského sérumalbuminu. Koncentracia 5,78.10-3 g/ml.
Rozpustadlo: 0,154 M roztok NaCl.
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vidiet, radiadna obélka je symetrickd, disymetria je 1,01. Na poradnici je nanéSany
pomer pozorovanej intenzity svetla rozptyleného pri uhle 90° a pri uhle © bez odpoé&ftania
rozptylu rozpustadla.

Relativna kalibrécia pristroja

Stanovenie molekulovej vahy konského sérumalbuminu

Ked¥e rozmer molekuly konského sérumalbuminu ([8], str. 520) je men&i neZz 1/20
vlnovej di#ky monochromatického svetla, ktoré sme pon#ili, prevritend hodnota mole-
kulovej véhy tejto latky bude dand vyrazom

M oo Bu (f)

kde ¢ = koncentricia albuminu v g/ml, Ry, = redukované intenzita svetla rozptyleného
pod uhlom 90° (1] a

_ 2.7 ni. (9n/gc)?

K N X 13 ’ (g)

pritom ¢n/ ¢ je inkrement indexu lomu albuminu pri danej vinovej dizke pouzitého
monochromatického svetla a ostatné symboly maji uZ spominany vyznam. KedZe
nami stanovené hodnota inkrementu indexu lomu konského sérumalbuminu pri 546 mu
je 0,1858, konstanta K mé hodnotu 2,24.10-7.

Zskladny roztok pre rozptylové merania sme pripravili trojnasobnou filtraciou asi
1,6 %-ného roztoku albuminu v 0,154 M-NaCl cez skleny frit G5. Roztoky o niZSej
koncentracii sme pripravili postupnym riedenim zékladného roztoku v pomere 1 : 1
rozpustadlom filtrovanym trikrat cez skleny frit G5 tym istym spdsobom, ako sme to
robili pri polystyrénovom latexe. Zmerali sme intenzitu svetla rozptyleného tymito
roztokmi pri uhloch 135° 90° a 45°. Rozptyl rozpustadla sme odpoéitavali. Namerané
hodnoty sme vzhladom na rozptylovy Standard prepoéitali na redukované intenzity.
Vysledky merani zachycuje tab. 2. V druhom stipci tabulky sd uvedené koncentréicie,

Tabul‘ka. 2

Konsky sérumalbumin. Z4avislost disymetrie a K .c/R,, od koncentrécie
; Koncentracia 10°.K.c
Cislo 10°. g/ml z e

1 11,57 0,941 1,673

2 5,78 0,964 1,548

3 2,89 0,940 1,626

4 1,45 1,045 1,446

5 — 1,007 1,467

v tretom hodnoty disymetrie a v §tvrtom hodnoty K .c/Rg,. V poslednom riadku sd hod-
noty z a K.c/Ry, extrapolované na nulovt koncentréciu.
Na obr. 7 je zndzornend zavislost disymetrie od koncentracie albuminu. Ako vidiet,
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zévislost mé v rdmeci experimentdlnych chyb linedrny charakter. Hodnota vnutornej
disymetrie, uréend metédou najmensich Stvorcov, je 1,007. Na obr. 8 je zavislost hodnét
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Obr. 7. Zavislost disymetrie roztokov
konského sérumalbuminu od koncentré-
cie. Rozpustadlo: 0,154 m roztok NaCl.
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Obr. 8. Zavislost hodnét K.c/Ry, rozto-
kov konského sérumalbuminu od koncen-
tracie. Rozpustadlo: 0,154 m roztok NaCl.

K .c/[Ryy od koncentréicie albuminu a je v rdmci experimentélnych chyb tak isto linedrna.
Prevratens hodnota molekulovej véhy, poditand metédou najmensich Stvorcov, je 1,47.
.10-5, z éoho M = 68 200.

Uréenie hrubky virusu tabakovej mozaiky zo stanovenej molekulovej
véhy a dizky Bastic

Zékladny roztok pre rozptylové merania sme pripravili odstredovanim asi 0,03 %
roztoku virusu v destilovanej vode pri 10 000 g po dobu 120 minut, naéo sme roztok
preniesli pipetou odpraSenou aceténom filtrovanym trikrat cez frit G4 a chranenou zé-
brusovym puzdrom do rozptylovej kyvety. Roztoky o niZSej koncentrécii sme uZ opisa-
nym spdsobom pripravili postupnym riedenim zékladného roztoku v pomere 1 : 1 desti-
lovanou vodou filtrovanou trikrat cez frit G5. Zmerali sme intenzitu svetla rozptyleného
tymito roztokmi v obore uhlov 35—135°. Rozptyl rozpustadla sme odpoéitavali. Namera-
né tdaje sme korigovali na velkost rozptylujiceho objemu vyndsobenim faktorom sin®
(pozri nasledujtcei odsek). Potom sme zhotovili Zimmovu mrieZku [9, 10] pre virus, zné-
zornent na obr. 9. Ked¥e namerans hodnota dn/dc je pri vinovej dizke svetla 546 mu 0,163,

0 02 04 06 08 10
sinf(0/2)+1500.¢

Obr. 9. Zimmova mriezka virusu tabakovej mozaiky. Rozptstadlo: destilovand voda.
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konstanta K = 1,72.10-7. Vahovy priemer molekulovych véh (M) je dany prevrate-
nou hodnotou interceptu (b) Zimmovej mrieZky, ¢iZe vyrazom

_1 _ 1im Bb
Mw=F =50 &5’ (k)
@—>0

kde R je redukovand intenzita svetla rozptyleného pod uhlom 6, delené polarizadnym
faktorom 1 + cos?@. Priemerné dlzka palitkovitych virusovych Gastic je danéd vztahom
[10]

3.2 m

r=smm, " V5 (i)

pricom m je smernica limitnej tyénice k Zimmovej mriezke, ktord je uréend vyrazom

d(K .c¢/R}
m = lim (.—c/@_) .
c—>0 d[sin*(6/2)] (7)
0—>0
Pre L sme dostali hodnotu 395 my. Dizka virusovych dastic urbend zo Zimmovej mriezky

je Vz (2 + 1) priemerom, &iZe

. 4
e Van.Li’ (k)

Zng. L}
kde n; je podet Sastic patriacich do uréitej kategérie dizok. Ak distribucia di%ok nie je
prili§ Siroké (kontrola elektrénovym mikroskopom), lifi sa tento priemer od véhového
priemeru len mélo. Z nameranej molekulovej véhy a dizky moéZeme potom s dostatoénou
presnostou uréit hrabku virusu, beric hodnotu 0,73 za jeho Specificky objem. Ak pred-
pokladéme, Ze virusova astica mé tvar valca, jej hrabka je 159 A. Ale ak predpokladédme,
%e zékladiiou virusovej Castice je rovnostranny Sestuholnik [11], dostévame pred dizku

strany Sestuholnika hodnotu 87 A, ktoré je v dobrej zhode s tidajmi uvddzanymi v lite-
rature [12, 13].

Uréenie uhlového faktora redukcie osvetleného objemu na podmienky
pri 90°

Intenzita rozptyleného svetla zavisi okrem iného aj od velkosti osvetleného objemu,
z ktorého detektor zachytéva rozptylené svetlo. Preto pri rozptylovych meraniach
treba prihliadat na to, %e pri uhloch inych ako 90° pozorujeme svetlo rozptylené vaésim
objemom meraného roztoku neZ pri 90°. KedZe pri vypoéte hodnoty redukovanej inten-
zity svetla rozptyleného pod uhlom @

R, = ig.1[I, (1)

(ig = intenzita svetla rozptyleného pod uhlom @, I, = intenzita primérneho luéa, r =
= vzdialenost stredu rozptylujuceho objemu od detektora v cm) vztahujeme namerané
intenzity rozptyleného svetla na intenzitu svetla rozptyleného sirouhlikom (alebo inym
rozptylovym Standardom) pri 90°, treba osvetleny objem redukovat na podmienky
pri 90°. Za udelom uréenia redukéného faktora premerali sme intenzitu svetla emitované-
ho asi 0,02 % roztokom fluoresceinu vo fosfatovom tlmivom roztoku (pH 7,00, iénov4 sila
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0,05) v obore uhlov 35—135°. KedZe intenzita svetla emitovaného fluoresceinovym roz-
tokom zévisi od velkosti osvetleného objemu rovnako ako intenzita svetla rozptylované-
ho makromolekulovym roztokom, redukény faktor méZeme ziskat ako podiel intenzity
pozorovanej pod uhlom 90° a pod uhlom 6.

Na obr. 10 st zndzornené vysledky merani. Ako vidiet, namerané hodnoty i;o/i'@
(ip je pozorovand intenzita rozptyleného svetla bez aplikéacie korekénych faktorov)

1.0 110
0.91 y 0,9
‘2 0.8t 0,8 ‘(\1‘\_
S 07t A 07 8
08| 0.6
0.5 L e SNSRI, ¥, |

1 n
J0°  50° ?0"0 90° 110 ©G0°

Obr. 10. Porovnanie uhlového faktora redukcie osvetleného objemu na podmienky
pri uhle 90° s krivkou sin®. Plné body: experimentdlne namerané hodnoty igig.

leZia v ramei experimentéalnych chyb na krivke f(@)=sin®. Velkost pozorovaného osvetle-
ného objemu redukujeme preto v naSom usporiadani na podmienky pri 90° vynésobenim
prislusnej intenzity faktorom sin®. ’
Redukény faktor méZeme uréit aj premeranim radiaénej obalky roztoku makromole-
kulovej latky, ktord mé disymetriu z = 1 (pozri obr. 6, radiané obélka konského sérum-
-albuminu). Redukény faktor fg je v tomto pripade uréeny vyrazom

fo = (Galig) - (1 + cos?6) (m)
Diskusia

Zbiehavost li¢ov zdroja svetla vo vodorovnej rovine a samozrejme aj
koneény rozmer Sirky vstupnej Strbiny fotometra mé za nésledok, Ze pri
meraniach nepozorujeme intenzitu svetla rozptyleného prisne pod uhlom 6,
ale efektivnu intenzitu v obore uhlov &, = 0@ + 40 a O, = O — A46. V dbsled-
ku toho bude pozorovana intenzita rozptyleného svetla vyssia nez teoreticky
odakdvand. Odchylku od teoretickej hodnoty mozno jednoducho vyhodnotit,
ak uvaZujeme roztok izotropnych makromolekil, ktoré st mensie nez 1/20
vlnovej dizky pouzitého monochromatického svetla, a ak predpokladéme,
Ze interakénd konitanta sa rovna nule. Ak vSetky faktory uréujice pozoro-
vand intenzitu rozptyleného svetla, okrem faktorov uhlovych, udrzujeme
kon§tantné, teoreticky ofakavand pozorovand intenzita svetla rozptyleného
pod uhlom @ bude dand vyrazom

iy = C.(1 + cos?@)/sin@®, (n)

kde C = konStanta, 1 + cos?@ = faktor urdujlci zavislost intenzity rozpty-
leného svetla od uhla pozorovania, sin® = faktor vystihujici zvédSenie
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pozorovaného osvetleného objemu vzhladom na podmienky pri uhle 90 °.
Efektivna pozorovani intenzita svetla rozptyleného pod uhlom & bude viak
6,
L, C f 1 4 cos?®
‘oct = G, — 6, Y]
1
Po jednoduchej tiprave sa uvedeny integral da rozlozit na integraly typu

f 28jin® & f 5in®.de,

.do (o)

z ktorych druhy patri medzi zakladné vztahy integralneho podtu a prvy
mozno riefit substiticiou sin(@/2) = x a rozkladom na parcidlne zlomky.
Miame potom

19et = o —6, n He(0,/3) + cos@, — cos®, ] (v)

V naSom usporiadani, kde 460 je asi 2°, hodnota ig,; sa prakticky zhoduje
8 hodnotou i}, ak ide o makromolekulovy roztok, ktory nevykazuje disy-
metriu a depolarizdciu. Len v pripade zlej kolimicie liéov zdroja svetla,
velmi asymetrickej radiaénej obalky a nizkych uhlov pozorovania méze byt
hodnota ip, o tolko vySsia ne% i, %e treba zavadzat korekciu, aby sme sa
vyhli vaznej8im chybam pri meraniach.

Na obr. 11 je zndzornend funkcia f(@) = (1 + cos?@)/sin® v intervale

6 -
@
£
S,
~N
“
o
-
2

3r 7
0 6 6 O? gc

no
Obr. 11. Geometrické znézornenie teoreticky odakévanej (ig) a efektivnej (ipef)
pozorovanej intenzity rozptyleného svetla v obore uhlov @, a% 0,; C.0OD = ig; C.0,E =

= lget; C = konst.; O = (0, + @2)[2. Vysrafovand plocha pod krivkou v intervale
{6,, O, sa rovns ploche obdlZnika @, AE®, (vytiahnut4 plnou &iarou).
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0° < O = 90° a naznadeny je rozdiel medzi efektivnou a teoreticky odakdva-
nou hodnotou pozorovanej intenzity rozptyleného svetla.

Spravna uhlova justicia rozptylového pristroja je nevyhnutnym pred-
pokladom presného merania intenzity rozptyleného svetla. Uz napr. odchylka
1° moéze pri nizkych uhloch pozorovania a pri znaéne asymetrickej radiaé¢nej
obalke spdsobit znatelné chyby. Spravnost uhlovej justicie potvrdzuje predo-
vietkym symetria radia¢nej obalky kvapalinovych rozptylovych $tandardov
a roztokov makromolekil, ktoré vykazuji disymetriu z = 1. Najvhodnejsim
sposobom kontroly spravneho uhlového justovania pristroja je zmeranie
vnutornej disymetrie makromolekiil, ktoré maji jednotny znamy tvar a pokial
mozno mald distribiciu velkosti. Pre tento el sa vyborne hodi polystyrénovy
latex, ktory je homogénny ¢o do velkosti ¢astic a ma jednotny gulovity tvar.
Ich velkost moZno metédou elektrénovej mikroskopie stanovit dost presne,
ak sa premeria dostatoény podet dastic. Pre ciachovanie rozptylového pri-
stroja najvhodnejsi je latex, ktory ma dastice o priemere 800—1000 A. Rozme-
ry prili§ velkych latexovych ¢astic sa nedaju urédit z nameranej vnutornej
disymetrie [1]. Polystyrénovy latex, ktory ma vnutornd disymetriu z =1,
moéZe po zmerani jeho turbidity na absorpénom fotometri slizit ako rozptylovy
gtandard [14]. Zial, pritomnost rozliénych nizkomolekulovych latok v latexe
stazuje stanovenie koncentracie polystyrénu a tym aj jeho molekulovej vahy
priamou rozptylovou metédou. Latex je pri nizkych teplotach nestaly, a preto
ho treba stile udrzovat pri teplote asi 20 °C.

Molekulova véha konského sérumalbuminu stanovena rozliénymi fyzikal-
nymi metédami sa pohybuje okolo 69 000 [8], ¢o sa dobre zhoduje s hodnotou,
ktord sme namerali.

Pri pouziti virusu ako Standardu pre ciachovanie rozptylového pristroja
si musime uvedomit, Ze jeho priemerni molekulovéd védha a dlfka sa mé%u
menit od pripravy k priprave. Konstantna je len jeho hribka. Vyhodou virusu
tabakovej mozaiky viak je, Ze méa jednotny palitkovity tvar, di sa Iahko
pripravit v distej forme a je dostatoéne staly.

Hodnoty molekulovej vahy konského sérumalbuminu a hribky virusu
tabakovej mozaiky, ktoré sme zistili, dokazuji, Ze v naSom usporiadani
pouzivame spravny korekény faktor pre rozdielnost indexu lomu rozptyluja-
ceho prostredia a prostredia detektora, ako aj spravnu hodnotu nekorigovane;j
Rayleighovej konstanty sirouhlika. Tdto skutoénost zdoéraziiujeme preto,
lebo panuje znaénd neistota ¢o do spravnej hodnoty Rayleighovych konstant
tekutinovych rozptylovych Standardov, ako aj korekéného faktora pre roz-
dielnost indexu lomu prostredia detektora a rozptylujtacej latky [15, 16].

Znalost uhlového faktora redukcie osvetleného objemu na podmienky
pri uhle 90° je potrebna, ak chceme pozorované intenzity svetla rozptyleného
pod uhlom & prepoéitat na redukované intenzity, ako je to napr. pri Zimmovej
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extrapolaénej metéde [9, 10]. Premeranie intenzity svetla emitovaného fluores-
ceinovym roztokom pod rozliénymi uhlami pri osvetleni zelenym svetlom
je najvhodnej$ou metédou na stanovenie tohto redukéného faktora, i ked si
treba uvedomit, Ze v naSom usporiadani nie je emitované svetlo prisne mono-
chromatické. Fluoresceinovy roztok vysiela totiZ pri oZiareni svetlom o vinovej
dfzke 547 myu aj svetlo o inej vinovej dizke.

Dakujem ing. V. Bystrickému z nd$ho tistavu za zhotovenie a vyhodnotenie elektréno-
vych mikrofotografit @ inf. L. Hegediisovi z ,,MTA méréstani és miiszeriigyi intézete,
elektronmikroszkép laboratérium' v Budapesti za vykonanie merant na analytickej ultra-
centrifige.

Sdhrn

Opisuje sa justécia a kalibracia vizudlneho rozptylového pristroja Standard-
nym polystyrénovym latexom, purifikditom virusu tabakovej mozaiky a kon-
skym sérumalbuminom. PouZivali sa valcovité rozptylové kyvety. Pozorované
intenzity rozptyleného svetla sa na rozdielnost indexu lomu prostredia de-
tektora a rozptylujiceho roztoku korigovali vyndsobenim indexom lomu
roztoku. Za nekorigovani Rayleighovu kon§tantu sirouhlika sa brala hodnota
44,2.10-5. Za tychto podmienok sa ziskali spravne hodnoty pre molekulovii
vahu sérumalbuminu, ako aj pre hribku virusu. Velkost polystyrénovych
dastic stanovend metédou elektrénovej mikroskopie je v dobrej zhode s hod-
notami ziskanymi z rozptylovych ddajov.

Opisuje sa i postup pri uréovani ubhlového redukéného faktora osvetleného
objemu na podmienky pri 90°. Diskutuje sa o vplyve nedokonalej kolimacie
a koneéného rozmeru Sirky vstupnej strbiny na efektivnu pozorovani inten-
zitu rozptyleného svetla.

RAJIMBPUPOBAHNE BU3VAJIbHOI'O IIPUBOPA [JIfI UISMEPEHI
MHTEHCUBHOCTN PACCEAHHOI'O CBETA

OPAHTHUIIER COKOJI
Bupyconoruueckuii macTATYT YexocmoBanmkoid Aragemun Hayr B Bparnciase

BriBognr

Onncano KaauOpupoBaHHme BA3YaabHOro IpuOOpPA [ M3MCPEHHs HHTEHCHABHOCTH pacce-
FIHHOTO CBeTa CTAH/[@aPTHBIM INOJMCTHPCHOBHIM JIaTEKCOM, Oypu(UKaToM BHpYyca TabauHON
MO3aMKM M JIOWAJHHHLIM CepyMaJibOyMHHOM. ¥YNOoTpeOmianch OUIUMHIPUUECKUE PACcCeHBal0-
IHe KIOBeThl, HalJIojlaeMble HHTEHCHBHOCTH PACCesTHHOTO CBETa MCIPAaBIIAMACH HA PAa3HOCTh
HAHJEKCA HEePEeJIOMJIeHAS CPefbl AeTeKTOpa M paccedmBaloliero pacTBOPa NMOMHOMKEHHeM Ha
HHJIEKC HeperoM:IeHNs pacTBopa. Haxk He wmcmpasiieHHas KoHcTaHTa Peitnu (Rayleigh)
cepoyriepojia B3ATa BejmuuHA 44,2 . 10-%. IIpn TakuxX ycaoBusxX OBLIM IOJIYYeHS! NPABIIIb-
Hue BeIMYHHLL J7151 MOJICKYJISIPHOTO Beca anbOyMuHA, KaK U s TOMIIMHEL Bupyca. Pasmep
NOJIMCTUPEHOBLIX YacTHUI[ OpMejcieHHbI MCTOj[0M 3JIeKTPOHHOM MMKDOCKOIMH HAaXOTHUTCS
B XODOIIIOM COINTACHM C BCJIAYMHAMHE IOJTYUeHHLIMH H3 JAHHGIX PacCesHMA.

Tome omucan npmeM ompejie/leHHs YIJIOBOI'O DPeAYKIMOHHOro (aKTOpa OCBEM[EHHOTO
ob6peMa Ha yesoBus opu 90°. THCKyTHDYeTCs O BIMAHIN HONOJIHOK KOJTHMAIMY i KOHEYHOTO
pasMepa IMIHPHMHB BCTYNHTENLHON IMenaym Ha 3(@PeKTUBHYIO HAOII04aeMyIl0 IHTEHCHBHOCT
PAacCesHHOTO CBeTA.

Hoctynumo B pegakimio 17. 12, 1956 r.
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EICHEN EINES VISUELLEN GERATES FUR DIE MESSUNG
DER INTENSITAT DES ZERSTREUTEN LICHTS

FRANTISEK SOKOL

Virologisches Institut der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften
) in Bratislava

Zusammenfassung

Der Autor beschreibt die Justiering und Kalibrierung eines visuellen Messgerites
fiir zerstreutes Licht mittels eines standardisierten Polystyrollatex, ferner eines Purifikats
des Tabakmosaikvirus und eines Pferdeserumalbumins. Es wurden zylinderférmige
Zerstreuungskiivetten verwendet und die beobachteten Intensitdten des zerstreuten
Lichts wurden nach der Unterschiedlichkeit des Brechungsindexes des Detektormilieus
und der zerstreuenden Lésung durch Multiplizieren mit dem Brechungsindex der Losung
korrigiert. Als nichtkorrigierte Rayleigh-Konstante des Schwefelkohlenstoffs wurde
der Wert von 44,2.10-% genommen. Unter diesen Bedingungen wurden richtige Werte
fur das Molekulargewicht des Albumins erhalten, ebenso auch fiir die Dicke des Virus.
Die Grosse der Polystyrolteilchen, die nach der Methode der Elektronenmikroskopie
gemessen wurde, steht in guter Ubereinstimmung mit den durch die Zerstreuungsanga-
ben erhaltenen Werten.

Der Autcr beschreibt auch das Verfahren bei der Bestimmung des Winkelreduktions-
faktors des beleuchteten Volumens fiir die Bedingungen bei einem Winkel von 90°
Es wird schliesslich iber den Einfluss einer unvollsténdigen Kollimation und der end-
lichen Dimension der Breite des Eintrittsspalts auf die beobachtete effektive Intensitit
des zerstreuten Lichts diskutiert.

In die Redaktion eingelangt den 17. 12. 1956
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