VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

VYUZITi TERMICKE ANALYZY PRI STUDIU DENATURACE
PROTEINU

UTILIZATION OF THERMAL ANALYSIS IN STUDY ON PROTEIN DENATURATION

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Miriam BoSelova

AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Petr Sedlagek, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2017



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1130/2016

Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Miriam BoSelova

Studijni program: Chemie a chemické technologie
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace
Vedouci prace: Ing. Petr Sedlacek, Ph.D.
Akademicky rok: 2016/17

Nazev bakalarské prace:

Vyuziti termické analyzy pfi studiu denaturace protein(

Zadani bakalarské prace zadani:

1. Vypracovat literarni reSersi na téma moznosti experimentalniho studia denaturace protein(i se
zvlastnim zamérenim na vyuziti riznych technik termické analyzy.

2. Na zakladé literarni reSerSe na vhodném proteinu otestovat vyuzitelnost technik termické analyzy
v dispozici CMV pfi studiu jeho teplotni nebo chemické denaturace.

Termin odevzdani bakalarské prace: 19.5.2017

Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafrl na sekretariat ustavu. Toto
zadani je soucasti bakalarské prace.

Miriam Boselova Ing. Petr Sedlacek, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 31.1.2017 .
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera vyuzitim technik termickej analyzy pri Stidiu tepelnej
denaturacie proteinov. Ako modelovy protein bol zvoleny lyzozym. V experimentalne Casti
boli pouzité dve metddy termickej analyzy a to diferenéna kompenzacna kalorimetria (DSC)
a teplotne modulovana diferenéna kompenzacna kalorimetria (TMDSC). Jednym z ciefov
prace bolo uréit vyuzitelnost DSC a TMDSC pri Stidiu denaturacie lyzozymu a zaroven
blizSie charakterizovat vysledky, ktoré mézeme z jednotlivych metdd ziskat. Dal$im ciefom
bola optimalizacia TMDSC, kde boli porovnané médy heat-iso, heat-only a heat-cool pri 60
sekundovej a 100 sekundovej peridde. Vybranymi metédami bola sledovana denaturacia
lyzozymu, ktora je tvorena prevazne reverzibilnou zlozkou tepelného toku a denaturacna
teplota je v zavislosti na nastevenych parametroch v rozmedzi 71,16 °C az 75,21 °C.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the use of techniques of thermal analysis in the study of
thermal denaturation of proteins. As a model protein was chosen lysozyme. In the
experimental part were used two methods of thermal analysis — differential scanning
calorimetry (DSC) and temperature modulated differential scanning calorimetry (TMDSC).
One of the objectives of the study was to determine the utility of DSC and TMDSC in the
study of lysozyme denaturation and to futher characterize the results we can obtain from the
individual methods. Another goal was the optimization of TMDSC. During optimalization of
TMDSC heat-iso, heat-only and heat-cool modes were compared in 60 seconds and 100
second periods. By selected methods was observed denaturation of lysozyme. Denaturation
of lysozyme is predominantly created by reversible component of the heat flow and the
denaturation temperature is in the range of 71,16 °C to 75,21 °C depending on the set
parameters.
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1 UvVOD

Proteiny si makromolekulové latky, ktoré sa nachadzaju v zivych systémoch. Predstavuju
Strukturu, ktora podmienuje zakladné prejavy zivota organizmov. Pri evolucii zivych systémov
boli proteiny pralatkou, na ktorej sa formoval cely dalsi vyvoj organizmov. Proteiny plnia
v organizme mnoho funkcii, ktoré mbézu vykonavat len pri nativnej konformacii. Spravna
konformacia proteinu zabezpec€uje optimalnu 3pecificku interakciu s inou molekulou napr.
enzym - substrat. Struktira proteinov preto musi byt flexibilna, aby proteiny mohli plnit svoju
funkciu. Stabilita proteinov suvisi s udrzanim si svojej nativnej konformacie, ktora moéze byt
poruSena pri tepelnej alebo chemickej denaturacii. Preto je dnes tepelna denaturacia
proteinov intenzivne Studovana.

K $tudiu denaturacie proteinov sa okrem spektroskopickych metéd ¢im dalej tym viac
pouzivaju metddy termickej analyzy, ktorymi mdézeme analyzovat zmeny vo fyzikalnej
Struktare a ich mechanické spravanie pri tepelnom zatazeni. Analyza tychto zmien
umozriuje optimalizaciu podmienok, pri ktorych su proteiny stabilné. Cielom prace bolo overit
vyuzitelnost” diferenénej kompenzacnej kalorimetrie (DSC) a teplotne modulovanej
diferenénej kompenzacnej kalorimetrie (TMDSC) k $tudiu denaturacie lyzozymu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Proteiny — zaklad zivej hmoty

Proteiny — tiez nazyvané aj bielkoviny — sa vyskytuju vo vSetkych formach zivota. Tvoria viac
ako 50 % bunkovej susiny organizmov a vykonavaju v nich rézne biochemické a fyziologické
funkcie okrem prenosu informacie [1]. Z chemického hfadiska su to biopolyméry zloZené
Z jedného alebo viacerych polypeptidovych retazcov, ktoré obsahuju sto az niekolko tisic
aminokyselinovych zvyskov [2].

2.1.1 Struktara

Zakladom chemickej Struktury bielkovin je linearny polymeér, ktory je tvoreny kombinaciou
dvadsiatich proteinogénnych aminokyselin spojenych peptidovymi vazbami. Struktira
bielkovin ma priestorové usporiadanie, ktoré je za danych podmienok energeticky menej
naro¢ne a oznacuje sa ako jej konformacia. V kazdej konformacii ma molekula urcity tvar
a trojrozmerné usporiadanie. Samotna konformacia ma v biolégii velky vyznam, pretoze je
zakladom réznorodych Struktur a bunkovych organel [3]. U bielkovin sa stretdvame
s primarnou, sekundarnou, terciarnou a kvartérnou Strukturou. Charakteristické poradie
aminokyselinovych zvySkov sa nazyva primarna Struktara.

Primarna S&truktura kazdej bielkoviny je jedineCna a je jej hlavhym rozpoznavacim
znakom. Udava poradie aminokyselin v polypeptidovom retazci. Poradie aminokyselin
v polypeptidovom retazci moéze byt lubovolné; dodnes je zname, Ze neexistuju ziadné
obmedzenia vzajomnych kombinacii aminokyselin. Aminokyseliny su spojené peptidovou
vazbou medzi aminoskupinou —NH, jednej aminokyseliny a karboxylovu skupinu —COOH
druhej aminokyseliny. Primarna Struktira vznika pri biosyntéze proteinov na ribozém
procesom nazyvanym translacia. Primarna Struktura podmiefiuje dalSie Struktury aj samotnu
funkciu bielkovin [1].

Nativna Struktura je dana kovalentnou (chemickou) Strukturou. AvSak, aby molekula
proteinu mohla vykonavat svoju biologicku funkciu, musi mat urité priestorové
usporiadanie, ktoré sa oznaCuje ako nativna konformacia. Toto usporiadanie odpoveda
minimalnej Gibbsovej energii a je dané nekovalentnymi interakciami, ktoré stabilizuju
trojrozmernu Strukturu molekuly proteinu. Kovalentna Struktura zahriuje aj kovalentné vazby,
ktoré vznikaju az po syntéze polypeptidového retazca na ribozém [1].

Sekundarna Struktura popisuje priestorové vztahy susednych alebo Dblizkych
aminokyselinovych zvySkov [1]. Podla zmeny uhlov na alfa uhliku rozliSujeme dva zakladne
typy sekundarnej Struktury: a-skrutkovica (zavitnica) a [B-Struktura. V bielkovinach sa
najCastejSie vyskytuje pravotoCiva a-zavitnica oznaCovana ako a-hélix, ktora je
charakterizovana vyskou jedného zavitu, ktord je 0,54 nm. Struktira je stabilizovana
vodikovymi vazbami medzi karboxylovym kyslikom aminokyselinového zvySku a vodikom
amidovej skupiny Stvrtej nasledujucej aminokyseliny [4]. Pre niektoré sekvencie
aminokyselinovych zvySkov je vyhodnejSia Struktura s mierne ohnutym retazcom ako so
zvinutym. Tato konformacia sa nazyva B-Struktira (B-hreberl)) a vznika vysunutim
peptidovych jednotiek z roviny uplne rozvinutého polypeptidového retazca striedavo na obe
strany. Takto sformované retazce sa stabilizujd pomocou medzipeptidovych vodikovych
vazieb, ktoré su orientované na smer ratazca za vzniku pasov. Podla toho ¢i NHCO vazby
retazca maju vo vzniknutych pasoch rovnaky alebo opaény smer rozoznavame bud
paralélnu alebo antiparalélnu 3-Strukturu [2].



Terciarna Struktira udava celkovu konformaciu a tvar polypeptidového retazca. Vznika
interakciou medzi postrannymi aminoskupinami, ktoré su schopné tvorit nekovalentné
vazby [3]. Pri fixacii sa uplatiuju hydrofobné a elektrostatické interakcie taktiez aj disulfidické
vazby [2]. Proteiny sa podla terciarnej Struktury delia na globularne a fibrilarne proteiny.
V Strukture globularnych proteinov sa striedaju a-zavitnica a segmenty [-Struktury
s ostatnymi segmentami proteinu a vytvaraju klbko gulovitého tvaru. Struktaru fibrilarnych
proteinov tvoria segmenty typu a-zavitnice alebo B-Struktury [3]. Terciarna Struktara je zavisla
na primarnej Strukture [4].

Kvartérna Struktura vznika po agregacii polypeptidov, ktoré tvoria oligomerné molekuly.
Oligoméry sa mézu skladat z niekolko rovnakych podjednotiek (homooligoméry) alebo
z odlisnych podjednotiek (heterooligoméry) [5]. Podjednotky mobZu byt spojené
nekovalentnymi alebo pevnymi kovalentnymi vazbami. Kvartérna Struktira umozniuje vznik
novych potrebnych vlastnosti, ktoré nizSie Struktary nemézu zaistit’ [2].

F %/ Y,
primarna sekundarna terciarna kvarterna

Obrazok 1: Styri trovne $truktary proteinov [6]

2.1.2 Funkcia proteinov

Proteiny maju velky vyznam v enzymovej funkcii, ktoru vykonavaju vo vSetkych Zivych
sustavach. Proteiny sluzia ako enzymy, ktoré katalyzuju chemické reakcie a ur€uju smer
a Specifitu reakcii. Okrem enzymovej funkcie vykonavaju proteiny dalSie biologické funkcie:

e tvoria Strukturu cytoplazmy, riboz6mov a inych organel

e zaistuju transport latok

e riadia rast a rozdelenie buniek ako regulacné proteiny

e pdsobia pri pohybovych mechanizmoch bunkovej Struktury ako kontraktilné proteiny

e sU sucCastou podpornych pletiv ako fibrilarne elastické proteiny

e prenaSaju signal vramci komunikacie (vnutrobunkovej, medzibunkovej alebo
organizmalnej)

e sluzZia ako protilatky v imunitnej obrane

e pOsobia ako receptory v membrane bunky [3].

2.1.3 Denaturacia

Bielkoviny su vysoko usporiadané systémy a to vdaka svojej relativne stabilnej konformacii.
Forma, v ktorej vznikaju a funguju v organizmoch, nazyvame nativnou formou. Nativna
konformacia pésobenim fyzikalnych a chemickych vplyvov prechadza do menej usporiadane;j
formy nahodného klbka. Denaturacia je teda proces, pri ktorom prechadza protein
z usporiadaného stavu do neusporiadaného. Pri denaturacii dochadza k poruSeniu
nekovalentnej sekundarnej a terciarnej Struktury. Bielkoviny tak stracaju svoju biologicku
funkciu a menia svoje fyzikalne vlastnosti pricom primarna Struktura ostava zachovana [4].



Denaturacia moéze byt fyzikalna alebo chemicka. Pri fyzikalnej denaturacii su
denaturacnymi Cinidlami zvySena teplota a rozptylenie bielkovin na velkom povrchu (napr.
penenim bielkovinového roztoku). Chemickym denaturaCnym vplyvom su organické
rozpustadla a tenzidy, ktoré narisaju nepolarne vazby, pdsobenie silnych kyselin a zasad
(ruSia iontové vazby) a zlu€eniny typu mocCoviny a guanidinu, ktoré maja mimoriadnu
schopnost’ tvorby vodikovych vazieb a tym obmedzuju ich tvorbu v bielkovine. Pésobenim
denaturacnych cinidiel dochadza k rozvinutiu peptidového retazca, ¢o ma za nasledok
odkryvanie nepolarnych aminokyselinovych zvySkov, znizuje sa solvatacia molekul a tym
samotna rozpustnost bielkovin. Opatrnym pridavanim denaturacného cinidla vo velmi
zriedenom roztoku méze nastat reverzibilné rozvinutie retazca: pomalym odstranenim cCinidla
prejde protein do svojej nativnej formy. Vo vacSine pripadov je roztok koncentrovanejsi
a nastava viom sekundarny proces — intermolekularna reakcia ,odhalenych® funkénych
skupin, ktora vedie k vzniku stabilného, vysokomolekulového agregatu a k dalSiemu znizeniu
rozpustnosti. Denaturacia sa stava ireverzibilnou a denaturované proteiny su vylucené
z roztoku [4].

2.1.4 Lyzozym

Lyzozym je jednoretazovy polypeptid, ktory sa sklada zo 129 aminokyselinovych zvyskov
spojenych Styrmi disulfidickymi mostikmi [7]. Lyzozym je enzym, ktory Specificky Stiepi
polysacharidovy retazec a zbavuje tak baktérie ochranného obalu a nici ich [4]. Hydrolyzuje
B (1—4) vazby medzi kyselinou N-acetylmuramovou a N-acetyl-D-gluk6zaminovym zvySkom
v peptidoglykdne a medzi N-acetyl-D-gluk6zaminovym zvySkom v chitodextrine. Gram-
pozitivne baktérie su velmi citlivé na tuto hydrolyzu, pretoze ich bunkova stena ma vysoky
obsah peptidoglykanu. Gram-negativne baktérie si menej nachylné v désledku pritomnosti
vonkajSej membrany a nizSiemu obsahu peptidoglykanu [8]. Predstavuje tak prirodny
dezinfekény prostriedok, ktory sa pouziva aj pre priemyselné pouzitie (napr. potravinarstvo,
kozmetika) [4]. Jeho antibakteridlne vlastnosti boli prvy krat pozorované vroku 1909
Laschtschenkom [9], avSak az v roku 1922 bol enzymu prideleny nazov lyzozym Alexandrom
Flemingom, ktory pozoroval jeho antibakterialne ucinky na bakterialnej kultire nosového
hlienu pacienta .

Molekula lyzozymu ma gulovity tvar s nepolarnym vnatrom,v ktorom sa nachadza aktivne
centrum v tvare Strbiny, ktora sa tiahne celou molekulou. V aktivnom centre sa nachadza
Sest zvySkov aminocukrov. Jednotky aminocukrov (ABCDEF) su viazané cez vodikové
vazby. Pri vazbe zvySku D dochadza k skruteniu stolickovej konformacii hexozového kruhu
na polostoliCkova v désledku sféricity. Samotna hydrolyza prebieha na vazbe medzi
jednotkami D a E. V pritomnosti tejto vazby je glutamat 35 a asparat 52. Sekundarnu
Strukturu tvori pat oddelenych kratkych a-helikalnych Casti a jeden usek s antiparalelnou
B-Strukturou [10].

Lyzozym sa nachadza v roznych tkanivach a telesnych tekutinach vratane vtacieho vajca,
rastlin, baktérii a ZivoliSnych sekrétoch ako su sliny, slzy, mlieko, respiraCné sekréty.
Jednym zo zdorojov lyzozymu su aj polymorfonuklearne leukocyty [11].



2.2 Termicka analyza
2.2.1 Uvod

Pociatok termickej analyzy ako vednej discipliny sa datuje az v roku 1887, kedy Le Chatelier
publikoval vysledky termického spravania ilovitych hornin tzv. heating curve metddou, ktora
odpoveda diferencnej termickej analyze bez referencnej vzorky. Zaklad termickej analyzy bol
na konci 19. storoCnia kedy uz bola k dispozicii meriaca a pristrojova technika (teplomery,
teplotné stupnice, termoclanky, pyrometre atd.) pouzitelna k definovaniu teplotného
programu a zaznamenaniu teploty a hodnoty Studovanej vlastnosti [12].

Pojem termicka analyza zahrfiuje skupinu metod, ktoré zaznamenavaju chemické
a fyzikalne zmeny zlozenia a vlastnosti latky v zavislosti na teplote. Tepelné zatazenie
vzorky prebieha podla nastaveného programu, a méze byt dynamické (ochladzovanie alebo
zahrievanie) alebo statické ( pri konstantnej teplote v zavislosti na ¢ase). Podla vlastnosti,
ktorej zmena sa meni s teplotou sa nazyva i prisluSna analyza [13]. Jednotlivé metody sa
nachadzaju v tabulke 1.

Tabul'ka 1: Metody termickej analyzy [13]

Metoda Sledovana vlastnost Oznaclenie
Termogravllmetrlcka hmotnost TG
analyza
leerencna’termlcka rozdiel teplét DTA
analyza
Diferencna Ifomp.enzacna entalpia a tepelny tok DSC
kalorimetria
Termomechanicka analyza rozmer a mechanické vlastnosti TMA
Termooptomeria optické vlastnosti TOA
Termoakusticka analyza akustické vlastnosti -

Vacésina metdd zaznamenava prisluSné vlastnosti latky ako dynamicku funkciu teploty.
Zakladnym délezitym javom pre tuto metédu je zmena entalpie (AH). Fyzikalne a chemické
zmeny vieme charakterizovat zmenou Gibbsovej volnej energie (AG), ktora je dana
vztahom:

AG = AH —TAS, @)
kde AH je zmena entalpie, T je absolutna teplota a AS je zmena entropie pofas procesu.
Kazdy systém sa snazi dosiahnut stav s nizS8ou hodnotou Gibbsovej volnej energie [13]. Ako
priklad mézeme uviest modifikaCnu premenu latky z jednej krystalickej formy do druhej, ktora
ma za danej teploty nizSiu hodnotu Gibbsovej volnej energie a je stabilnejSia. K vytvoreniu
krysStalickej Struktury alebo iného stavu s nizSou hodnotou volnej energie moéze dojst pri
ohreve i cez jednotlivé medzistupne [14]. Vdaka Sirokému rozsahu merania sa termicka
analyza pouziva pri zakladnej charakterizacii materialov, vo vyskume, vyvoji a kontrole
kvality v priemysle a vo vedeckom odvetvi [15].
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2.2.2 Zakladna inStrumentacia

Termické analyzatory maju pre jednotlivé metddy spolo¢né vSeobecné viastnosti a skladaju
sa z nasledujucich Casti:

e zdroj tepla — pec z tepelne odolného materialu, napr. kremen, korund, MoSi alebo
grafit, ktora je podla zadaného programu elektricky ohrievana

e meriace zariadenie (termoclanok, termovahy), ktoré zaznamenavaju zmenu vlastnosti
sledovanej latky vo forme elektrického signalu, sufastou zariadenia je
drziak a nosi€¢ — kelimok pre umiestnenie vzorky, systém je nastaveny podla
prislusnej analyzy

o vstup nosného plynu a vystup plynnych produktov tepelného rozkladu s nosnym
plynom (v pripade dynamickej pecnej atmosfére plyn prechadza pecou definovanou
rychlostou, podfa typu nosného plynu sa rozliSuje pecnha atmosféra tj. atmosféra vo
vnutri pece v okoli vzorky na oxidacnu — vzduch, redukénu — vodik, inertni — dusik
alebo argdn; bez pouzitia nosného plynu je atmosféra nemenna tj. na zaciatku
merania je tvorena vzduchom, nasledne behom analyzy sa zvySuje obsah plynnych
produktov, hovorime o atmosfére statickej)

e pocitaC — zaznamenava a spracuvava namerané hodnoty [14]

plyn s produktmi
termického rozkladu

\ pec

registracia | |
nameranych hodnét | |

\

meriace

\ zariadenie

definovany teplotny \ Ivn

program

Obrazok 2: VSeobecna schéma termického analyzatoru [12]

VSeobecne experiment prebieha nasledovne: vzorka v kelimku je umiestnena v peci,
ktora je vyplnena nastavenou atmosférou na meriacom zariadeni, priCom teplota pece je
naprogramovana experimentatorom pomocou teplotného programu a prislusné meriacia
zariadenie taktiez komunikuje s pocitacom, ktorym su zaznamenané namerané hodnoty
a pripravené k interpretacii pomocou softvéru.
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2.2.3 Vysledok termickej analyzy

Vysledok TA je zaznameny pomocou termoanalytickej krivky, kde Studovana vlastnost’ je
graficky znazornena ako funkcia teploty. K podrobnému popisu termoanalytickych kriviek
slizia pojmy:

o baseline (zakladna linia) — odpoveda nulovému rozdielu danej veliCiny medzi
meranou a referenénou vzorkou

e plato — pozorujeme na termogravimetrickej krivke, je to oblast termickej stability
meranej vzorky, kedy sa jeho hmotnost nemeni

e pik — znazorfiuje rozdiel danej vlastnosti (napr. teplota u DTA alebo tepelny tok
u DSC) medzi meranou a referenénou vzorkou, kedy v désledky exotermickych
a endotermickych dejov prebiehajiucich v meranej vzorke odliSny priebeh v porovnani
so zakladnou liniou

¢ zlom — hmotnostny ubytok alebo hmotnostny narast — oblast zmeny hmotnosti [14].

2.2.4 Diferenéna kompenzaéna kalorimetria

Diferen¢na kompenzacna kalorimetria (DSC) je jednou z najpouzivanejSich metdd termickej
analyzy, ktora ma Siroké vyuzitie v mnohych odvetiach [15]. V roku 1964 vznikol prvy
komercny DSC pristroj [16] a zaviedla sa nomenklaturu diferenéna kompenzacna
kalorimetria, ktora sa niekedy preklada aj ako diferenéna skenovacia kalorimetria. Principom
pristroja bolo udrziavanie nulového teplotného rozdielu medzi vzorkou meranou
a referenCnou, a to kompenzaciou elektrickej energie bud do meranej alebo referenénej
vzorky, v zavisloti na tom, & bola merana vzorka zahrievana alebo chladena linearnou
rychlostou [13]. Pomocou DSC su Studované tepelné vilastnosti latok a materialu. DSC sa
pouziva pri vyrobe skla, keramiky, farmaceutik, plastov, polymérov, potravin atd.
NajCastejSie deje, ktoré sa pomocou DSC sleduju su: topenie, krystalizacia, teplota skelného
prechodu, oxidacna stabilita atd' [14].

Princip metddy je, Ze vzorka sa linearne ohrieva a meria sa rychlost tepelného toku vo
vzorke, ktory je umerny okamzitému meranému teplu. Vo vnutri meraného plasta, ktory ma
izbovu teplotu, su ponorené dve symetrické nadoby. Ako primarna teplotna kontrola sluzi
odporovy teplomer a ohrevny ¢len zabudovany v nosi¢i vzorky. Sekundarny teplotny
kontrolny systém meria teplotnu diferenciu medzi obidvomi nosi¢mi a tento rozdiel upravuje
na nulovy rozdiel kontrolou tepelného prudu, ktory je merany. Teplota vzorky je udrziavana
izotermalne so vzorkou referenénou dodavanim tepla do vzorky referenénej. Mnozstvo tepla
je zapisované v zavislosti na teplote alebo na €ase. Pouzitim malého mnozstva vzorky, ktora
je umiestnena na kovovych féliach sa znizuje tepelny spad na minimum. Cely systém ma
malu tepelnd kapacitu, ¢o umozniuje pouzit velké rychlosti ohrevu a zaistuje velku
rozliSovaciu schopnost. Mnozstvo uvofneného tepla je umerné mnozstvu elektrickej energie,
ktora bola spotrebovana na zahriatie referenénej vzorky. Hovorime teda o kalorimetrickej
metode [17].

12



DSC s kompenzaciou prikonu

Podstatou DSC s kompenzaciou prikonu je udrZzanie nulového teplotného rozdielu medzi
meranou a referennou vzorkou. Ak déjde k teplotnému rozdielu medzi vzorkami napr. kvoli
fazovej zmene, energia je dodavana do vzorky az do doby, kedy teplotny rozdiel nie je mensi
ako prahova hodnota (<0,01 K) [18]. Energia je do vzorky meranej alebo referencnej
dodavana linearnou rychlostou. Mnozstvo tepla potrebné na udrzanie nulového teplotného
rozdielu je zaznamenané ako funkcia teploty. ZvySenie entalpie ma za nasledok
endotermicky prechod, ktory je na DSC krivke naznaceny pikom smerom nahor (energia je
dodavana do vzorky), naopak znizenie entalpie, exotermicky prechod, je naznaceny pikom
smerom nadol [13].

Zakladom su dve oddelené kalorimetrické cely, ktoré su dokonale izolované, aby sa
zabranilo tepelnému toku medzi vzorkami a dve samostanté tepelné zdroje. Jeden zdroj je
kontrolny, ktory meria priemernu teplotu vzorky a automaticky vyrovnava tepelny vykon tak,
Ze sa priemerna teplota vzorky zvySuje linearne. Druhy zdroj je riadiaci a zaznamenava
rozdiel teplét medzi meranou a referenénou vzorkou, uréuje, ktora zo vzorky ma vysSSiu
teplotu a automaticky kompenzuje tieto teplotné rozdiely [14]. Rychlost zahrievania je
rovnaka, ak v meranej vzorke nedochadza k Ziadnej zmene. Pokial v meranej vzorke dojde
k endotermickému deju, zvySi sa prisun energie do meranej vzorky, a tym sa zvysi teplota
meranej vzorky na hodnotu teploty referencnej vzorky. Naopak, ak je dej exotermicky, teplota
meranej vzorky je vySSia ako referencnej, preto sa dodava menej energie meranej vzorke
aby doslo k vyrovnaniu ich teplét. V oboch pripadoch sa teplota udrZzuje vdaka kompenzacii
prikonu. Meranou veli€inou je elektricky prikon, ktory je potrebny k udrzaniu konstantnej
teploty medzi obidvomi vzorkami. Toto usporiadanie umoziiuje vefmi citlivé i velmi rychle
zmeny teploty a je vhodné pre izotermalne deje [12].

senzory teploty

N /“;1 TN\

\ £

samostatné zdroje tepla

Obrazok 3: Schéma DSC analyzatora s kompenzaciou prikonu [19]
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DSC s tepelnym tokom

Pri DSC s tepelnym tokom su referenéna i merana vzorka v jednej kalorimetrickej cele
umiestnené na samostatnych teplotnych cCidlach a su spojené tepelnym mostom. Meranie
rozdielu prikonu je nahradené meranim rozdielu teplét meranej a referenénej vzorky.
V meranej vzorke dochadza kzmene teploty pbsobenim endotermického alebo
exotermického prechodu, ktory ma za nasledok rozdiel teploty medzi vzorkami. Teplota
referencnej aj meranej vzorky sa meria nepretrzite. Ak merané vzorka aj referenéna vzorka
reaguju na teplotny program rovnakym spbésobom, tepelny tok obidvoch vzoriek ostava
konstanty. Zaroven je konstanty i teplotny rozdiel medzi dvomi bodami merania [12].

zd ruj-t&pla

Obrazok 4: Schéma DSC analyzatoru s tepelnym tokom [19]

Toto usporiadanie umoziuje, aby elektromotoricka sila bola priamo Umerna mnozstvu
strateného tepla meranou a referenénou vzorkou. Meranim sa ziska rozdiel tepldét medzi
vzorkami ako funkcia ¢asu. Vyhodou tejto metddy je lahka manipulacia a priame meranie,
ato aj vpripade odplynenych vzoriek. Vysledna krivka ma stabilnu zakladnu liniu
a umoznuje tak meranie skleného prechodu [13].
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2.2.5 Teplotne modulovana diferenéna kompenzaéna kalorimetria

V roku 1993 Reading s kolektivom zaviedli teplotne modulovanu diferenéne kompenzacnu
kalorimetriu (TMDSC), ktorej nazov vtedy bol modulovana DSC [20]. Podarilo sa im popisat
tepelny tok vo vzorke, ku ktorému dochadza v désledku sinusovej modulacie teploty,
dg/dt=C g+ f(t,T) )
Vyraz C,f predstavuje Cast tepelnej kapacity z celkového tepelného toku. Predpoklada
sa, ze tento signal je suCastou periodicky meniacej sa rychlosti ohrevu a je oznaCovany ako
vratny signal. Vyraz f(t,T) sa oznaCuje ako nevratny signal, ktory je kinetickym ¢lenom
celkového tepelného toku. Medzi kinetické procesy, ktoré mézeme pomocou nereverzného
signalu urcit je napr. kryStalizacia, rozklad, vyparovanie, atd [21]. Tepelny tok je zlozeny
z dvoch ¢asti, priCom jedna Cast je spdsobena ohrevom vzorky a druha Cast' je spdsobena
prebiehajucimi fazovymi prechodmi. DSC je schopné merat len celkovi sumu tepelného
toku, zatial ¢o TMDSC je schopné tieto dve zlozky oddelit na reverznu a nereverznu ¢ast
(obrazok 5). Celkovy tepelny tok sa vypocita ako priemer nameranych hodnét modulovaného
tepelného toku pouzitim Fourierovej transformacie. Reverzny signal celkového tepelného
toku sa vypocita zreverznej tepelnej kapacity. Pouzitim Fourietovej transformacie
vypoclitame velkost amplitudy a rychlost ohrevu. Rozdielom celkového tepelného toku
a reveznej slozky ziskame nereverzny signal celkového tepelného toku [22].

A
f\ ¥
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tepelny
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I | tepelny
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reverzny signal
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Teplota (°C)

v
200

Obrazok 5: Krivka TMDSC [18]

Princip merania TMDSC sa li8i od klasickej DSC v tom, Zze TMDSC pouziva dve subezné
rychlosti ohrevu — linearny (priemerny) ohrev, ktory poskytuje informacie ako klasicka DSC
a sinusovu alebo modulovanu rychlost ohrevu, ktora umoziiuje simultdnne meranie tepelnej
kapacity vzorky. Pri vSetkych TMDSC je signal odvodeny z troch meranych parametrov a to
¢as, modulovana teplota (ako stimulator) a modulovany tepelny tok (ako odozva) [17]
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Vyhody TMDSC

e vzrast citlivosti pri detekcii skleného prechodu

e zvySenie rozliSovacich schopnosti — proces prebieha vlastne pri dvoch rychlostiach
naraz

e schopnost oddelit procesy so zmenou kapacity a kinetické procesy

e reverzna zlozka je vhodna pre meranie entalpickej relaxacie, odparovania,
krystalizacie, rozkladu a niektorych typov topenia

e schopnost merat zmenu tepelnej kapacity i v priebehu reakcie (fazového prechodu)

o lepSia interpretacia  kryStalizaéného  procesu a  kryStalickej  Struktury
u semikrystalickych polymérov

o identifikacia rekrystalizacie i v priebehu topenia

¢ meranie velmi nizkych tepelnych vodivosti [17].

Pri pouZziti TMDSC musime zohladnit’ vyber optimalnych hodnét a to periédy, amplitudy
a zakladnej rychlosti ohrevu. Periéda je udavana v sekundach a je to ¢as, ktory odpoveda
jednému cyklu modulacie. Periéda musi byt dostatocne dlha, aby za zvoleny ¢as bolo mozné
kvantitativne meranie tepelného toku medzi referenénou a meranou vzorkou. Pouzita
zakladna rychlost ohrevu musi byt €o najrychlejSia aby bola schopna zvysit’ produktivitu, ale
zaroven musi byt dostatoéne pomala aby sme ziskali minimalny po¢et modulovanych cyklov
v teplotnom rozsahu prechodu. Pri prechode musia byt minumalne Styri modulované cykly.
Zmenu sinusovej teploty udava amplituda, ktorou oscilujeme okolo zakladnej rychlosti
ohrevu. VacSie hodnoty amplitudy davaju vacSie zmeny v rychlosti ohrevu a to spdsobuje
narast citlivosti pri zaznamenani prechodov zahrfiajucich zmenu tepelnej kapacity.
Vo vacésSine experimentov sa amplitida voli tak aby pocas modulacie bola vzorka bud
chladena bola alebo len zahrievana [22]. Podla toho ¢&i vzorku zahrievame alebo chladime
rozliSujeme tak tri moédy merania:

e heat-only — vzorka je len zahrievana. V méde heat-only je amplitida mala a rychlost
zohrievania je vzdy pozitivna, tj. vzorka sa poCas merania len zahrieva a nikdy sa
nechladi. Vyhodou tohoto médu je, ze vSetky procesy, ktoré sa vyskytuju iba poCas
chladenia vzorky su potlaCené a zostavajuce procesy sa daju lahSie vyhodnotit,
Nevyhodou je zly pomer signalu k Sumu.

e heat-cool — vzorka je zahrievana a chladi sa. Amplituda je velka, ale je v sulade so
zakladnou rychlostou ohrevu, rychlost zahrievania sa meni periodicky a vzorka je
pravidelne zahrievana a chladena. Vyhodou tohto mdodu je pomerne velka rychlost
ohrevu a dobry pomer signalu k Sumu, ¢o je obzvlast uzitoéné ak mame malu
hmotnost’ vzorky. Nevyhodou je, Zze vzorka sa zahrieva a ochladzuje poCas merania,
€¢o mdze spdsobit’ problém v niektorych pripadoch napr. pri polyméroch, kde sa mézu
vyskutnut' odliSné procesy v Casti zahrievania a chladenia.

e heat-iso — vzorka sa zahreje a chvilu sa drzi pri konstantnej teplote. Rychlost’ ohrevu
sa periodicky meni medzi zakladnou rychlostou ohrevu, amplitidou a nulou. Tento
maod ma maximalny pomer signalu k Sumu ale bez chladenia vzorky [23].
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Volba amplitidy pre jednotlivé mody zavisi od rychlosti ohrevu a periédy. V tabulke 2
mdbzeme vidiet jednotlivé amplitudy pri peridéde od 40 do 100 sekund a rychlosti ohrevu od
0,1 do 5 °C/min.

Tabul'ka 2: Amplitady pre jednotlivé rychlosti ohrevu a periody (heat-iso mod)

peridda [s]

40 50 60 70 80 90 100

0,1 0,011 0,013 0,016 0,019 0,021 0,024 0,027

0,2 0,021 0,027 0,032 0,037 0,042 0,048 0,053

0,5 0,053 0,066 0,08 0,093 0,106 0,119 0,133

1,0 0,106 0,133 0,159 0,186 0,212 0,239 0,265

2,0 0,212 0,265 0,318 0,371 0,424 0,477 0,531

rychlost ohrevu [°C/min]

5,0 0,531 0,663 0,796 0,928 1,061 1,194 1,326

V prvom kroku sa zvoli perioda a zakladna rychlost ohrevu, ktoré budu pouzivané pri
vSetkych experimentoch. Ak chceme pouzit pri merani heat-iso méd, pouZitd amplitudu
pouzijeme priamo z tabulky. Napr. pri rychlosti ohrevu 2 °C/min a periéde 60 sekund je
amplitida pre heat-iso méd 0,318 °C. Ak je zvoleny heat-cool méd, pri kazdej vacsej
amplitude bude dochadzat’ k chladeniu po¢as modulacie. Naopak je to pri heat-only, kde
amplitida je menSia ako pri heat-iso mode [22].

2.2.6 Kvazi-izotermnalna teplotne modulovana diferenéna kompenzacéna kalorimetria.

Kvazi-izotermalna teplotne modulovana diferenéna kompenzacna kalorimetria (QiTMDSC) je
jednou z variant klasickej TMDSC. Pri QiTMDSC je zakladna rychlost ohrevu rovna nule
a teplota sa meni okolo kon&tantnej teplote. Termin kvazi znamena, Ze systém nie je naozaj
izotermicky, pretoze teplota osciluje okolo nastavenej teploty [24]. Tepelna kapacita sa
merania ako funkcia Casu pri akejkolvek konkrétnej teplote. V désledku merania zmeny
tepelnej kapacity mbéZzeme pozorovat fyzikalne zmeny merané ako funkcia Casu [25].
Kvazi-izotermalna technika je obzvlast silna, pretoze umozriuje sledovanie kinetickych javov
vrealnom cCase alebo sa mdze pouzit na identifikaciu zakladnych termodynamickych
parametrov vzorky. Vyhodou tejto metddy je moznost urCit tepelnu kapacitu a to aj
v izotermickom pripade, ktory inak nie je mozné urcit' [24].
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3 SUCASTNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Denaturacia proteinov

Prechod proteinu z nativnej do denaturovaj formy je délezity v klinickom, farmaceutickom
a potravinarskom vyskume a vyvoji. K §tadii sa najCastejSie pouzivaju metédy termickej
analyzy a to najma diferen¢na kompenzacna kalorimetria.

G. Marshall a kolektiv Studovali tepelnu stabilitu a denaturaciu hemocyaninu pomocou
DSC. Experiment vychadzal z predokladu, ze denaturacia hemocyaninu je nevratna.
Nevratnost denaturacie bola potvrdena redenaturaciu, kde krivka nevykazovala Ziadnu
endotermu. Pomocou vysoko rozliSovacej DSC autori zistili, Zze denaturacia prebieha v dvoch
krokoch a je pod kinetickou kontrolou [26].

Kolektiv J.-L. Si sledovali vplyv chloridu sodného na denaturaciu aktomyozinu.
Koncentracia soli mala vyznamny vplyv na stabilitu aj na denaturaciu aktomyozinu. Pri
zvyseni koncentracie chloridu sodného sa znizila aktivita Ca-ATPazy, zvysila sa povrchova
hydrofobicita aktomyozinu so su€asnym zvySovanim koncentracie chloridu sodného.
Pomocou DSC sledovali denaturaciu a z vysledkov plynie, Ze zvySovanie koncentracie
chloridu sodného viedlo k posunu prechodovej teploty a k znizeniu plochy piku [27].

X. Cao a kolektiv sa vo svojej praci zaoberali vplyvom mocoviny na denaturaciu
hovadzieho sérového albuminu (BSA). Denaturacia bola zaznamenavana pomoc DSC.
Meranie prebiehalo v dvoch cykloch pri jednej vzorke. Prvy cyklus v pritomnosti aj bez
pridavku mocoviny vykazoval pritomnost jedného endotermického prechodu medzi 65 az
87 °C a 57 az 82 °C. Denaturacia BSA bola vzdy ireverzibilna, pretoze v druhom cykle nebol
na krivke pozorovany Zziadny tepelny. Vysledok bol potvrdeny po extrahovani vzorky
Z kalorimetrickej cely, kedy vzorka uz po prvom cykle bola vo forme Zelatiny, ¢o znamenalo,
Ze doslo k nereverznej denaturacii. Zaroven zistili, Ze mocovina urychlila proces denaturacie
BSA a znizila tak tepelnu a kineticku stabilitu BSA [28].

Okrem metdd termickej analyzy sa na Studium denaturacie pouzivaju aj spektroskopické
metddy ako su napr. infraervena spektroskopia, nuklearna magneticka rezonancia alebo
cirkularny dichroizmus. Pomocou tychto metdéd mdézeme zaroven charakterizovat’ Strukturne
zmeny vratene fazovych prechodov proteinov.

A. Giugliarelli a kolektiv skumali tepelnu denaturaciu lyzozymu v roztoku voda/DMSO
(dimetylsulfoxid) pomocou infralervenej spektroskopii. Postupnym zvySovanim koncentracie
DMSO sa znizovala teplota topenia. Vysledky z infralervenej spektroskopii sa zhoduju
s kalorimetrickymi hodnotami zo Studie Kamyiama a zaroven potvrdzuju, Ze denaturacia
lyzozymu pésobenim DMSO je vratna [29].

V studii D. Mallamace a kolektivu pouzili infraCervenu spektroskopiu k objasneniu
mikroskopického mechanizmu, ktory zasahuje do nevratnosti bielkoviny. Sledovali tepelny
vyvoj hlavnych amidovych vibracnych moédov hydratovaného lyzozymu smerom k jeho
tepelnej denaturacii. Zaznamenavali vibraéné médy Amid | a |l ako funkciu teploty. Tieto
mody obsahuju informacie o Strukturnej konformacii proteinu. Z vysledkou zistili, Ze
v nativhom stave proteinu k absorpcii Ziarenia prispieva v moéde Amid Il N-H vibracny ohybu
a v oblasti médu Amid | je absorpcia Ziarenia z a-helixu. Ked dochadza k rozvijaniu proteinu
hlavny prinos v rezime Amid |l naopak pochadza z C-N vibracii. Molekuly vody stracaju
schopnost’ stabilne sa viazat' s réznymi proteinovymi zvySkami, pretoze Zivotnost vodikovych
vazieb klesd so zvySovanim teploty. V oblasti médu Amid | doSlo k poklesu prinosu
zao-helixu a knarastu B-listov. ZaCina sa proces agregacie, pri ktorom sa a-helix
transformuje na 3-listy, ktoré maju tendenciu samoagregécie [30].
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V studii M. Wolz a U. Kulozika pomocou NMR sledovali kinetiku denaturacie srvatkovych
bielkovin, ktorych koncentracia bola az do 40 hmot. %. Z vysledkov plynie, ze rychlost
denaturacie sa zvySuje so zvysSujucou sa teplotou. MézZzeme to vysvetlit silnym vplyvom
teploty na proces rozvijania. Rychlost tepelnej denaturacie sa zvySila s vySSou
koncentraciou proteinu pravdepodobne v désledku zvySenej pravdepodobnosti kolizie medzi
molekulami srvatkovych proteinov. ZvySena koncentracia ma vplyv na stupefi denaturacie,
ktory sa zvysil so zvySenim koncentracie srvatkového proteinu [31].

S. R. Tello-Solis a B. Romero-Garcia Studovali tepelnd denaturaciu pepsinu pomocou
spektroskopie cirkularneho dichroizmu. Z vysledkov je patrné, Ze denaturacia je silne zavisla
na rychlosti zahrievania ako sa oCakava pri kineticky kontrolovanom procese rozvinutia.
Denaturacia sa javi ako nevratna a experimentalne bola preukazana existencia rozvinutého
stavu v rovnovahe s nativnym stavom. Na vysvetlenie rovnovahy medzi rozvinutym
a nativnym stavom uvazovali o modeli Lumry-Eyringa, ktory zohladrnuje pritomnost
rozvinutého stavu medzi nativnym a denaturovanym stavom [32].

3.2 Vyuzitie teplotne modulovanej diferenénej kompenzacénej kalorimetrie
V praxi

Teplotne modulovana DSC ma Siroké vyuzitie €o potvrdzuje aj mnozstvo publikacii.
Pomocou TMDSC mbzeme skumat tepelné vlastnosti materidlov. Pouziva sa
k zaznamenavaniu teploty skleného prechodu, ktory je spojeny so zmenou vnutornej
Struktury materialu, ¢o sa prejavi na mechanickych vlastnostiach a na tepelnej kapacite,
ktora sa pouziva pri merani.

M. Kotera a kolektiv pouzili TMDSC pri sledovani imidaéného procesu v aromatickom
polyimide a jeho vplyv na teplotu skleného prechodu. Spracovania polyimidu zahffia subeznu
imidizaciu, vyparovanie zvySkov rozpustadla a krystalizaciu. Meranim bolo zistené, ze na
teplotu skelného prechodu ma vplyv samotna premena polyakrylovej kyseliny na polyimid
i zvySkové rozpustadlo, ktoré sa neodparilo pri cyklizacii. Poukazali, Zze TMDSC je uZito¢na
metdda pre analyzu imida¢nych procesov [33].

S. Bulut a Ch. Schick vo svojej studii sledovali zelatinaciu Skrobu v nadbytku glycerolu
pomocou TMDSC. Ciefom experimentu bolo detekovat amorfné frakcie, ktoré zostavaju
skelné v nadbytku glycerolu a mbézeme ich nazvat ako ,tuhé amorfné“ frakcie Skrobu. Podla
experimentu urcili, ze skleny prechod prebieha vo viacerych krokoch. V prvom stupni sa
plastifikuje amorfna Cast Skrobu a v druhom stupni sa plastifikuji tuhé amorfné frakcie
Skrobu [34].

X. Hu a kolektiv skiimali miesitelnost zmesi hodvab-tropoelastin a makrofazové interakcie
pomocou TMDSC. Z vysledkov je vidiet, Ze k mieSaniu zmesi dochadza €o potvrdzuje vyskyt
jednej teploty skleného prechodu pre miesitelnu zmes proteinov, ktora je umiestnena medzi
teplotami skleného prechodu oboch proteinov. Miesitefnost' je mozna vdaka hodvabu, ktory
tvori vodikové vazby a tym sa stava miesitelny s tropoelastinom v réznych pomeroch zmesi
bez makrofazovej separacie [35].

Okrem teploty skleného prechodu mézeme pomoc TMDSC zaznamenat endotermické
a exotermické deje. Prikladom endotermického deja je tavenie, kde z krivky TMDSC
mobzeme urcit’ teplotu tavenia. Krystalizacia je naopak typickym prikladom exotermického
deju, kde teplota krystalizacie sa urCuje v lokalnom minime piku.

Chih-Lung Wei a kolektiv pouZili TMDSC k objasneniu pritomnosti dvojitého piku pri
taveni polyéteréterketonu (PEET). Vzorky PEET boli izotermalne krysStalizované v teplotnom
rozmedzi 280 a 320 °C po dobu 10 minut a potom zahriaté na teplotu 380 °C. Z vysledkov
plynie, Ze exotermické spravanie v nereverznej krivke podporuje mechanizmus
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rekrystalizacie v priebehu tavenia. Vzhladom k tomu, ze sa teplota izotermickej krystalizacie
postupne zvySovala, je prispevok rekrystalizacie v priebehu tavenia postupne nizsi az uplne
zmizne. Pri 320 °C nebol pozorovany Ziadny exotermicky tok pri teplote piku ¢o podporuje
mechanizmus dvoch odliSnych Struktur. Zaroven plati, ze pbvodny pik je zodpovedny za
topenie primarnych krystalov [36].

W. Chen a kolektiv pomocou TMDSC Studovali kinetiku kryStalizacie polyester-imidu. Pri
svojej praci vychadzali z navrhu pana Toda a kolektivu [37]. Podla ziskanych experimentov
zhodnotili, ze TMDSC je vhodna metdda k sledovaniu krystalizacie polymérov [38].

M. C. Righetti a E. Tombari pouzili TMDSC k Studiu kinetiky rastu krystalickych a tuhych
amorfnych frakcii kyseliny poly-L-mlieCnej. Experiment bol zaznamenavany pocas
neizotermickej a kvazi-izotermickej krystalizacie. Vysledky boli zaznamenavané paralelne,
boli porovnané a prediskutované aby sa overila mozZzna existencia vdeobecného pravidla pre
vyvoj tuhej amorfnej frakcie poCas krystalizacie kyseliny poly-L-mlie€nej. Porovnanim
vysledkov neizotermickej a kvazi-izotermickej krystalizacie dospeli k zaveru, Ze relativne
mnozstva troch frakcii kyseliny poly-L-mlieCnej (kryStalicka, pohybliva amorfna a tuha
amorfna) zavisia od teploty, pri ktorej dochadza ku krystalizacii. Zistili, ze tuha amorfna
frakcia rastie paralelne s krystalickou frakciou po€as kvazi-izotermickej krystalizacie pri
90 °C, zatial €o pri 130 °C sa zaclina objavovat priblizne v sulade so sekundarnou
kryStalizaciou. Pri 135°C sa tuha amorfna frakcia prakticky nevyvija. V pripade
neizotermickej krystalizacii sa tuha amorfna frakcia vyvija su€asne so sekundarnou
krystalizaciou. Vysledky dokazuju, Ze vyvoj tuhej amorfnej frakcie po&as krystalizacie zavisi
od mobility retazcov, pretoze mobilita je Uzko spojena s teplotou: &im je mobilitia nizsia, tym
je vy8Sia pravdepodobnost, Ze tuha amorfna frakcia sa rozvija poCas prvého stupna
krystalizicie [39].
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4 EXPERIMENTALNA CAST
V experimentalnej Casti bol pouzity lyzozym v praskovej forme od firmy Sigma Aldrich, Co.

4.1 Priprava vzorky

Vzorky boli pripravené pre kazdé meraniu a pre kazdu metédu rovnakym postupom. Pri
priprave vzorky som vychadzala z ¢lanku [40]. Lyzozym (20 mg/ml) bol rozpusteny v 3 ml
fosfatového pufru o pH 7,4. Vzorky boli odplynené v sklenenej injekénej striekacke pod ru¢ne
vytvorenym vakuom.

4.2 Kalorimetrické merania

Na kalorimetrické meranie bol pouzity pristroj DSC Q2000, TA Instruments, DE. Pristoj bol
kalibrovany podla predpisaného postupu pred kazdym meranim rovnakym postupom. Ako
referenény material pri kalibracii bola pouzita prazdna hlinikova panvi¢ka. Na kalibraciu
teploty a entalpie bola pouzita destilovana voda a ako Standart bolo pouzité indium. Tepelna
kapacita bola kalibrovand pomocou safirového disku. Namerané data boli spracované
softverom Universal Analysis 2000.

4.2.1 Vplyv rychlosti ohrevu

Po kalibracii pristroja bola na analytickych vahach navazena vzorka do hlinikovej panvicky,
ktora potom bola hermeticky uzavrena. Hmotnost vzorky sa pohybovala v rozmedzi od 9,80
do 10,21 mg. Nasledne bola do meriacej cely vloZzena vzorka, ktora bola linearne ohrievana
v teplotnom rozmedzi od 25 °C do 100 °C s rdéznou rychlostou ohrevu. Pouzité rychlosti
ohrevu boli 1, 2, 5 a 10 °C/min. Meranie bolo pri kazdej rychlosti ohrevu zopakované trikrat
vzdy s novou vzorkou.

4.2.2 Vplyv amplitudy a periédy

Vzorka bola odvazena na analytickych vahach s hmotnostou od 5 do 10 mg. Meranie vzorky
prebiehalo pri linearnom ohreve, cez ktory bola preloZzena sinusova teplotna modulacia.
Vzorka bola zahrievana v teplothom rozmedzi od 10 do 100 °C. Meranie prebiehalo pri
dvoch periédach (60s a 100s) a troch mdédov, ktorym odpovedaju prislusné amplitudy
(tabulka 3). Meranie bolo pri kazdej amplitide a periéde zopakované trikrat vzdy s novou
vzorkou.

Tabulka 3: Postup merania

rychlost ohrevu 2 °C/min
peridda maod 60 s 100 s
heat-only 10,159 °C + 0,265 °C
amplituda heat-iso +0,318 °C +0,53°C
heat-cool 1 0,636 °C + 1,06 °C

4.2.3 Kvazi-izotermalna teplotne modulovana diferenéna kompenzaéna kalorimetria

Vzorka bola opat odvazena na analytickych vahach a vlozena do meriacej cely. Vzorka bola
ohrievana v teplotnom rozmedzi od 40 do 90 °C s teplotnym prirastkom 1 °C a modulaciou
11 °C/60s. Teplota bola udrzZiavana izotermicky po dobu 10 minut.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Rastuci zaujem o metédy termickej analyzy pri sledovani fyzikalnych vlastnosti materialov
vyvolava otazku, aké fyzikalne-chemické zmeny mdézeme pomocou tychto metdd sledovat
a zo ziskanych nameranych dat vyhodnotit. Mojim cielom preto bolo otestovat dostupné
metody, ktoré sa nachadzaju na Fakulte chemickej VUT Brno, z nameranych vysledkov
vyhodnotenim ziskat paramatere, ktoré pri danej metdéde vieme ziskat a optimalizovat
jednotlivé metddy k Stadiu denaturacie proteinov.

5.1 Diferenéna kompenzaéna kalorimetria

Diferenéna kompenzacna kalorimetria bola pouzita pri sledovani vplyvu rychlosti ohrevu na
denaturaciu lyzozymu a ku charakterizacii samotnej denaturacie. Pri DSC je zahrievanie
linearne o mdzeme vidiet na obrazku 6, na ktorom je znazornena zavislot' nastaveného
teplotného programu na ¢ase. Z grafu vidime, ze teplotny program zahrievania bol nastaveny
od 25 do 100 °C a rychlost ohrevu bola 5 °C/min.

100
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60 —

Teplota (°C)

40 4

20

Cas (min)

Obrazok 6: Z4avislost teploty na ¢ase pri rychlosti ohrevu 5 °C/min

Pri zahrievani sa vzorka denaturuje, ¢im dochadza k rozdielu tepl6t medzi referenénou
a meranou vzorkou, preto musi dojst k teplotnému vyrovnaniu medzi vzorkami. Denaturaciu
tak charakterizuje zmena tepelného toku, ktora je umerna teplu, ktoré bolo potrebné
k vyrovaniu tepl6t. Vysledkom merania je zavislost' tepelného toku na teplote (obrazok 7). Zo
zakladnej zavislosti sme schopny wurCit aky dej pri danej zmene prebehol
(exotermicky/endotermicky), charakteristicku teplotu toho deja (skleného prechodu, topenia,
kryStalizacie, polymerizacie, degradacie, polymorfnej premeny atd) a mnozstvo
dodaného/spotrebovaného tepla. Z vysledku merania, ktory je zobrazeny na obrazku 7
vidime, Ze denaturacia lyzozymu ma endotermicky charakter €o je naznaCené pikom
smerom nadol, kedze program vyhodnocuje meranie exotermického deju smerom nahor.
Zaroven vidime, ze k denaturacii doSlo priblizne pri teplote 72 °C.

22



-0.125

-0.130 1

Tepelny tok (W/g)

-0.135 1

-0.140 ——
60 65 70 75 80 85 90
EXO 4

Teplota (°C)

Obrazok 7: Vysledok merania-zavislost tepelného toku na teplote pri rychlosti ohrevu 2 °C/min

Zo zavislosti tepelného toku na teplote vieme pomocou integracie piku urcit hodnoty
teploty onsetu (pocCiatocna teplota prechodu), piku, endsetu (konecna teplota prechodu)
a mnozstvo tepla, ktoré bolo dodané na 1 gram vzorky. Ako mézeme vidiet na obrazku 8,
integraciou sme urcili teplotu onsetu na 67,62 °C, teplotu piku na 72,68 °C, teplotu endsetu
na 78,40 °C a mnozstvo dodaného tepla bolo 0,4063 J/g vzorky ¢o odpoveda 20,315 J/g
lyzozymu.
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Obrazok 8: Priklad vyhodnotenia piku pomocou integracie s linearnou zakladnou ¢€iarou
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5.1.1 Vplyv rychlosti ohrevu na priebeh denaturacie

K optimalizacii vybranych metéd bolo potrebné porovnat vplyv vybranych rychlosti ohrevu na
priebeh denaturacie. Meranie pri rychlostiach ohrevu 1 °C/min, 2 °C/min, 5 °C/min
a 10 °C/min bolo zopakované pre kazdu rychlost’ trikrat. Vysledky z merani boli v programe
TA Instruments linaerne zintegrované a ziskané hodnoty boli v programe MS Excel
Statisticky vyhodnotené. Vyhodnotené hodnoty priemernych teplét onsetu, piku, endsetu
a smerodajné odchylky sa nachadzaju v tabulke 4.

Tabulka 4: VypocCitany priemer onsetu, piku, endsetu a smerodajnej odchylky pri vybranych
rychlostiach ohrevu

rycr‘['c,oglt’rﬁi:]re"“ onset°C]| o[°C] | pk[C] | o[C] |endset[C]| o[C]
1 6837 | 011 | 7216 0,22 7718 0,66
2 67,07 | 084 | 7264 | 004 77.88 0,60
5 68,75 | 011 | 7383 0,09 79,92 0,22
10 69,03 | 044 | 7401 0,78 81,89 0,27

Predpoklada sa, Ze s rastucou rychlostou ohrevu sa teplota denaturacie posuva k vys$Sim
teplotdm a denaturaény pik zasahuje do vacSieho teplotného rozmedzia. Nasledujuce dva
grafy popisuju zavislost tepelného toku vyjadreného na ose y na Case, ktory je na ose x.
Z porovnanych rychlosti ohrevu mozeme vidiet, Ze predpoklad bol potvrdeny a teploty
onsetu, piku i endsetu sa postupne zvySuju. AvSak pri rychlosti ohrevu 2 °C/min je hodnota
onsetu nizSia ako pri rychlosti ohrevu 1 °C/min o méze byt spdsobené tym, Ze volba onsetu
je Cisto subjektivna a samotny zaliatok prechodu nemusel byt presne uréeny. Pri
rychlostiach 5 °C/min (modra krivka) a 10 °C/min (zelena krivka) dochadza k vyraznejSiemu
zahrievaniu a denaturaény pik zasahuje do $irSieho teplotného rozmedzia. Cim rychlejSie sa
vzorka zahrieva, tym neskér reaguje teplota na zmenu, preto sa teplota piku posuva dalej od
teploty, pri ktorej doslo k denaturacii.
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Obrazok 9: Porovnanie vplyvu rychlosti ohrevu na teplotu denaturacie
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Obrazok 10: Porovnanie priemernych tepl6t onsetu, piku a endsetu pri vybranych rychlostiach ohrevu

Na obrazku 10 su vynesené priemerné hodnoty v stipcovom grafe spolu so smerodajnymi
odchylkami. Pri onsete mézeme vidiet, Ze najvacSia odchylka je pri rychlosti 2 °C/min
a najmensia pri 10 °C/min. Pri teplote piku je najvaésia pri 10 °C/min a najmensia pri
2 °C/min. Rychlost ohrevu 1 °C/min ma najvacsiu odchylku pri endsete a rychlost 5 °C/min
ma naopak najmens$iu odchylku. Vidime, Ze jednotlivé odchylky su najmensie pri rychlosti
ohrevu 5 °C/min. Ako najvhodnejSia rychlost’ ohrevu bola zvoliena rychlost ohrevu 2 °C/min,
pretoZze odchylka piku bola najmensia a z literarnej reSerSe vieme, Ze denaturacia lyzozymu
je priblizne okolo teploty 72 °C, preto by pri vySSich rychlostiach ohrevu mohlo déjst
k nepresnym vysledkom.

Okrem hodnét teploty onsetu, piku a endsetu som integraciu ziskala mnozstvo tepla, ktoré
bolo potrebné k denaturacii. Potrebné teplo bolo prepo€itané na 1 gram lyzozymu. V3etky
hodnoty boli opat v MS Excel spriemerované a boli uréené smerodajné odchylky. V tabulke 5
su zobrazené priemerné hodnoty dodaného tepla prepocitaného na 1 gram lyzozymu a ich
smerodajné odchylky. Z vysledkou mdzeme vidiet, Ze najviac tepla bolo dodaného pri
rychlosti 2 °C/min. Zaroven vidime, Ze samotna odchylka je velmi velka ¢o sa odvija od
velkosti odchyliek pri priemernych teplotach onsetu a endsetu. Najmenej tepla bolo dodané
pri rychlosti ohrevu 5 °C/min €o suvisi s tym, volba onsetu a endsetu bola presnejsia.

Tabul'ka 5: Priemerné hodnoty tepla a smerodajné odchylky pri vybranych rychlostiach ohrevu

rychlost’ ohrevu [°C/min] AH [J/g] o [J/g]
1 15,76 4,14
2 17,35 4,61
5 10,64 0,08
10 13,26 4,74
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Obrazok 11: Dodané teplo pri jednotlivych rychlostiach ohrevu spolu so smerodajnymi odchylkami

Ako mdézeme vidiet’ diferencu kompenzacnu kalorimetriu mézeme pouzit’ pri kvalitativnom
i kvalitativnom vyhodnoteni fyzikalnych a chemickych dejoch, ktoré su spojené s tepelnymi
zmenami. Vyhodou tejto metddy je Siroky teplotny rozsah a citlivost. Dalsou vyhodou je
pouzitie malého mnozZstva materidlu, ktory mdze byt v akejkolvek forme a Casova
nenaro¢nost merania. Jednou z nevyhod je samotné vyhodnotenie kedy kvéli subjektivnej
volbe pociatku a konca dochadza k odchylkam. Samozrejme odchylky vznikaju i pri
samotnom merani, kedy vzorka nemusi byt dostatoéné odplynena a zvysSné plyny vytvaraju
Sum na krivke, a tym je samotny proces horSie viditelny.

Po experimentalnej Casti bol pozorovany este vplyv ohrievania na teplotu onsetu, piku
a endsetu. Priemerné hodnoty onsetu, piku a endsetu boli prelozené priamkou a ziskané
hodnoty tak odpovedaju teplotam pri nulovom zahrievani.
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Obrazok 12: Extrapolacia priemernych hodnét onsetu, piku a endsetu
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Z vysledkou zobrazenych na obrazku 12 vidime, Ze teplota onsetu pri nulovom zahrievani
ma hodnotu 68,1 °C, teplota piku je 72,3 °C a teplota endsetu je 76,9 °C. Zaroven zo
smernice priamky vidime, Ze teplota piku je najcitlivejSia na zahrievanie, to znamena, zZe
dochadza tu k najvacésej chybe a najmenej citliva na zahrievanie je teplota onsetu.

5.2 Teplotne modulovana diferenéna kompenzaéna kalorimetria

TMDSC ponuka rovnaké vyhody ako klasicka DSC, ale vdaka rozlozeniu celkového
tepelného toku na reverzibilny a nereverzibilny signal, nam moze poskytnut’ dalSie informacie
pre lepSie pochopenie niektorych vlastnosti materialu. Pomocou TMDSC mézeme v jednom
experimente merat tepelny tok aj tepelnu kapacitu a to vdaka modulovanej rychlosti ohrevu.
Meranie je zobrazené na obrazku 13, kde zakladna linearna rychlost ohrevu je 2 °C/min
(Cierna linearna krivka), zatial €o teplota rychlosti okamzitého ohrevu (Cervena krivka)
osciluje okolo zakladnej rychlosti ohrevu s amplitidou * 0,318 °C. Linearna zmena teploty
umoziuje meranie tepelného toku a modulovana zmena umoziuje vypocet tepelnej
kapacity.
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Obrazok 13: Sinusova modulacia teploty

Zakladnym vysledkom merania je modulovany tepelny tok v zavislosti na zakladnej teplote
(obrazok 14), ktoru definuje rastuci program, okolo ktorého oscilujeme.
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Obrazok 14: Zavislost modulovaného tepelného toku na teplote

Z celkového tepelného toku je softvér schopny vypoétom rozdelit modulovany tepelny tok
na celkovy tepelny tok a jeho reverzibilnu a nereverzibilnu zlozku. Rozdelenie tepelného toku
mozZzeme vidiet na obrazku 15, kde celkovy tok je naznaceny Ciernou krivkou a je tvoreny
suctom reverzného tepelného toku, ktory je naznaCeny modrou krivkou a nereverznym
tepelnym tokom, ktory je Eervenou farbou.
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Obrazok 15: Rozlozenie celkového tepelného toku na reverzibilni a nereverzibilni zlozku
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Pomocou rozlozenia tepelného toku na jednotlivé zlozky mézeme vidiet, Zze denaturacia
lyzozymu je tvorena prevazne reverzibilnou zlozkou, ktora je v grafe vyznacena modrou
farbou. Reverzny dej mbézeme dalej charakterizovat' reverznou tepelnou kapacitou, ktoru
sme schopny vyjadrit z nameranych dat. Na obrazku 16 mézeme vidiet porovnanie
revrzného tepelného toku, ktory je naznaceny Ciernou farbou a reverznu tepelnu kapacitu,
ktora je Cervenou farbou. Z porovnanie vyplyva, ze pik reverzného tepelného toku odpoveda
piku reverznej tepelnej kapacite.
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Obrazok 16: Porovnanie reverznej tepelnej kapacity a reverzného tepelného toku

Pri porovnani reverznej tepelnej kapacity a reverzného tepelného toku vidime, zZe
reverzna tepelna kapacita je lepSie viditelna a denaturacny pik je ostrejsi. Pri vyhodnocovani
teplét onsetu, piku a endsetu bola pouzita zavislost reverznej tepelnej kapacity na teplote.
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Integraciou denaturacného piku (obrazok 17) boli ziskané teploty onsetu, ktora je
66,91 °C, piku 71,26 °C a endsetu 75,35 °C. Integracia plochy nam dava mnozstvo
dodaného tepla, ktoré vtomto pripade Cini 0,4804 J/g vzorky ¢o odpoveda 24,02 J/g
lyzozymu.
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Obrazok 17: Integracia reverznej tepelnej kapacity

Pre potvrdenie vratnosti denaturacie bolo jedno merania nastavené na Styri cykly.
V prvom cykle sa vzorka zahrievala, vdruhom sa chladila, vtretom opat zahrievala
a v poslednom opat chladila. Pri merani bola pouzita rychlost ohrevu 2 °C/min, periéda bola
100 sekundova a amplituda bola + 0,53 °C. Ako mézeme vidiet na obrazku 18 meranim
bolo zistené, Ze po skon&eni zahrievania a naslednym chladenim je denaturacia nevratna.
Ak by bola denaturacia vratna prejavilo by sa to pritomnostou piku pri chladeni. KedZe bolo
meranim zistené, ze denaturacia je nevratna, preto pri ostatnych experimentoch meranie
prebiehalo len v jednom zahrievacom cykle.

30



4.05

4.00 +

3.95

Reverzna tepelna kapacita (J/(g-°C))

3.90

3.85 . . , . ; :
50 60 70 80 90

Exof Teplota (°C)

Obrazok 18: Vplyv procesu chladenia na priebeh denaturacie
5.2.1 Vplyv amplitudy a periédy na priebeh denaturacie

Jednym z mojich cielov bolo optimalizovat metdédy a urcit, pri ktorych parametroch je
denaturacia najlepsie viditelna. Na zaklade vysledkov kapitoly 5.1.1 bola zvolena zakladna
rychlost ohrevu 2 °C/min. Pri tejto rychlosti bol denaturadny pik najostrejSi a najlepsie
viditelny. Tato rychlost sa dalej pouzivala pri TMDSC ako zakladna linearna rychlost’ ohrevu,
okolo ktorej sa modulovalo tromi amplitidami, ktoré su charakteristické pre jednotlivé médy
ato heat-iso, heat-only a heat-cool. Hodnota amplitudy bola pre kazdy mdd urCena
vypoCitom. V tabulke 6 sa nachadzaju amplitudy troch médov pri 60 a 100 s peridde.
Na nasledujucich Siestich grafoch je znazornena modulovana teplota (Eervena farba), ktora
osciluje cez linearny ohrev (Cierna farba) v zavislosti na Case pre 60 a 100 sekundovu
periodu.

Tabulka 6: Vypocitané amplitudy pri 60 sekundovej a 100 sekundovej peridéde pre vSetky tri mody

peridda [s]
mod 60 100
amplituda [°C]
heat-only + 0,159 + 0,265
heat-iso + 0,318 + 0,53
heat-cool + 0,636 + 1,06

31



Modulovana teplota (°C)

Modulovana teplota (°C)

43 43
42 - 42
41 41
40+ 40
39+ -39
38+ - 38
37+ - 37
36 ; : 36
20 21 22 23
Cas (min)
Obrazok 19: Heat-only mod analyzy teplotne modulovanej DSC pri 60 s periéde
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Obrazok 20: Heat- iso mod analyzy teplotne modulovanej DSC pri 60 s periode
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Obrazok 21: Heat-cool mod analyzy teplotne modulovanej DSC pri 60 s peridde
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Obrazok 22: Heat- only méd analyzy teplotne modulovanej DSC pri 100 s periéde
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Obrazok 23: Heat- iso mod analyzy teplotne modulovanej DSC pri 100 s periode
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Obrazok 24: Heat-cool méd analyzy teplotne modulovanej DSC pri 100 s periode
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Pri vyhodnocovani jednotlivych amplitid bol postup rovnaky ako pri vyhodnoteni rychlosti
ohrevu. V programe TA Instruments boli zintegrované denaturacné piky zo zavislosti
reverznej tepelnej kapacity na teplote. Ziskané hodnoty onsetu, piku, endsetu a mnozstvo
dodaného tepla boli v MS Excel Statisticky vyhodnotené a v nasledujucej tabufke mézeme
vidiet priemerné hodnoty a smerodajné odchylky.

Tabulka 7: Priemerné teploty onsetu, piku, endsetu a smerodajné odchylky amplitdd pri 60
sekundovej periéde

mod onset[°C] | o[°C] pik [°C] o[°C] | endset[°C] o[°C]
heat-only 66,20 0,60 71,48 0,27 76,72 0,19
heat-iso 66,07 0,21 71,32 0,13 76,24 0,81
heat-cool 69,37 0,95 75,21 0,37 80,59 1,06

Na obrazku 25 sa nachadza porovnanie jednotlivych mddov pri 60 sekundej peridde
v zavislosti reverznej tepelnej kapacity na teplote. Ciernou farbou je heat-only maéd, éervenou
farbou je heat-iso a modrou farbou je naznageny heat-cool méd. Zo zavislosti vidime, ze
hodnota denaturaéného piku posunuta k vy$Sim teplotam ako zvySnych dvoch moddov.
MéZeme vidiet, Ze pri mdédoch kde dochadza len k zahriavaniu bez chladenia su hodnoty
onsetu, piku a endsetu priblizne rovnaké. V mdéde kde sa vzorka zahrieva i chladi je
denaturacia posunuta k vysSim hodnotam.
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Obrazok 25: Porovnanie amplitud pri 60 sekundovej peridde
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Obrazok 26: Vynesenie priemernych hodnét so smerodajnymi odchylkami amplitud pri 60 sekundovej
periode

Zo zavislosti, ktora je na obrazku 26 vidime, Ze jednotlivé teploty onsetu, piku a endsetu
su vysSie pri heat-cool mdéde. Z vysledkov vidime, Ze pri heat-cool méde dos$lo k posunu
teploty denaturacie ¢o nemusi byt spésobené typom modu ale tym, Ze pouzité vzorky neboli
pripravované s ostatnymi v rovnakej $arSi ¢o mohlo ovplyvnit' ich tepelnu stabilitu. Meranie
mohlo zaroven ovyplyvnit pufr, ktory mohol byt stary a tieZz laboratérna teplota, ktora
nemusela byt rovnaka ako pri priprave ostatnych vzoriek. Pri porovnani zahrievacich modov
vidime, Ze ich hodnoty su priblizne rovnaké. Ak berie do Uvahy velkost smerodajnej odchylky
pri priemernej hodnote teploty piku, tak heat-iso mod je presnejsi k Studiu denaturacie
lyzozymu pri 60 sekundovej peridde.

V nasledujucej tabulke sa nachadzaju priemerné hodnoty dodaného tepla, ktoré boli
prepocitané na 1 gram lyzozymu.

Tabul'ka 8: Priemerné hodnoty dodaného tepla a smerodajné odchylky mdédov pri 60 sekundovej
periode

mod AH [J/9] o [J/g]
heat-only 25,12 4,05
heat-iso 26,31 3,64
heat-cool 22,27 4,64
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Obrazok 27: Zavislost dodaného tepla pri jednotlivych méd 60 sekundovej periddy

Z vysledkou mbézeme vidiet, Zze mnozstvo dodaného tepla sa vyrazne neliSi. Najviac tepla
bolo dodané pri heat-iso méde. Najmenej tepla bolo dodané pri heat-cool méde, pri ktorom je
najvacsia smerodajna odchylka.

Na obrazku 28 mdzeme vidiet zavislost reveznej tepelnej kapacity vSetkych troch médov
na teplote pri 100 sekundovej periéde. Ciernou farbou je amplitida pre heat-only méd,
Cervenou farbou je heat-iso a modrou farbou je heat-cool mod. Zo zavisloti mézeme vidiet,
Ze srastucou amplitidou sa pociatok denaturaéného piku posuva k niz§im hodnotam
teploty. Taktiez mb6zeme vidiet, Ze teplota piku je pri vSetkych médoch priblizne pri 72 °C.
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Obrazok 28: Porovnanie reverznych tepelnych kapacit vSetkych troch médov pri 100 sekundovej
peridde
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Integraciou piku reverznej tepelnej kapacity vSetkych merani boli ziskané hodnoty onsetu,
piku a endsetu, z ktorych bol vypocitany priemer a smerodajné odchylky pre vSetky
amplitidy. Zisakné hodnoty sa nachadzaju v tabulke 9. Z vysledkou mdzeme vidiet, ze
s rastucou peridédou sa hodnota onsetu mierne zmensuje €o je spdsobené tym, ze cely
denaturacny pik je s rastucou amplitidou posunty k niz§im teplotam. Hodnota piku je opat
ako pri 60 sekundovej peridde priblizne rovnaka. Priemerné hodnoty endsetu sa mierne liSia
od hodnoty pri najmensej amplitude. Tento rozdiel mdzZze byt spdsobeny tym, Ze priebeh
krivky nie je hladky ako pri ostatnych dvoch amplitudach a nepresna volba pociatku a konca
prechodu tu spésobila najvacsiu chybu.

Tabulka 9: Priemerné hodnoty onsetu, piku, endsetu a smerodajné odchylky jednotlivych amplitad pri
100 sekundovej peridéde

mod onset [°C] o [°C] pik [°C] o [°C] endset [°C] o [°C]
heat-only 66,00 0,80 71,47 0,82 76,77 1,52
heat-iso 65,36 0,23 71,52 0,32 78,35 0,38
heat-cool 65,17 0,23 71,47 0,20 78,25 0,11
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Obrazok 29: Zavislost priemernych hodnét onsetu, piku a endsetu a ich smerodajné odchylky pri 100
sekundovej amplitude

Z obrazku 29 mézeme skonstatovat, Ze vplyv jednotlivych médov na priebeh denaturacie
je minimalny. Hodnoty pociatku, piku i koncu prechodu su priblizne rovnaké. Pri heat-cool
mode su jednotlivé odchylky najmensie, preto povazujem ten médd, ktory ma najvacsiu
amplitidu za najvhodnejSiu k $tudiu denaturacie lyzozymu.

Po integracii plochy piku sme ziskali mnozstvo tepla, ktoré bolo dodané do meranej
vzorky pocas denaturacie aby doSlo k vyrovnaniu teplét. VSetky hodnoty boli Statisticky
vyhodnotené a v tabulke 10 mézeme vidiet’ priemerné hodnoty pri jednotlivych mdédoch aj so
smerodajnymi odchylkami. Z vysledkou je vidiet, ze priemerné hodnoty dodaného tepla su
priblizne rovnaké. Pri mode heat-only je hodnota o necelé 2 J/g vySSia a smerodajna
odchylka je najvy8Sia €o suvisi s volbou po€iatku a konca denaturaéného piku, ktorych
odchylky tieZ boli najvacsie.
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Tabul'ka 10: Priemerné hodnoty dodaného tepla na 1 gram lyzozymu a smerodajné odchylky moédov
pri 100 sekundovej peridde

maod AH [J/g] o [J/g]
heat-only 25,96 2,53
heat-iso 23,86 1,29
heat-cool 23,45 2,34
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Obrazok 30: Zavislost dodaného tepla jednotlivych médov pri 100 sekundovej peridéde

Pri porovnani moédov pri rovnakej peridde bolo zistené, Ze hodnoty podiatku, piku a koncu
pri 100 sekundovej peridde sa vyrazne neliSia, Cize amplitida nema vyrazny vplyv na
priebeh denaturacie. Pri 60 sekundovej periéde bol pozorovany vplyv amplitidy na priebeh
denaturacie, kde teplota denaturacie bola posunuta k vy$Sim teplotam pri heat-cool madde.
Ostava nam este porovnat’ jednotlivé mody pri 60 a 100 sekundovej periéde. Na obrazku 31
modZeme vidiet' zavislost’ reverznej tepelnej kapacity na teplote pre heat-only méd, na ktorej
Cierna krivka predstavuje amplitudu pri 60 s periéde a Cervenou krivkou je amplituda pri
100 s peridode. Mézeme vidiet, ze pri vy3Sej amplitude a peridde ma hodnota denaturaéného
piku o nie€o vysSiu hodnotu avSak pri tomto mdéde nemaju jednotlivé parametre vplyv na
priebeh denaturacie.
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Obrazok 31: Zavislost reverznej tepelnej kapacity na teplote pre heat-only mod pri
60 s a 100 s peridde

Na obrazku 32 je porovnanie heat-iso modu, kde ciernou farbou je amplitida pre
60 s peridédu a Cervenou farbou je vyznaena amplitida 100 s periddy. Opat mdzeme vidiet,
Ze pri 60 s peridde je teplota denaturacie o 0,34 °C nizSia av8ak opat nema volba periédy pri
tomto méde Ziadny vplyv pri Studiu denaturacie.
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Obrazok 32: Zavislost reverznej tepelnej kapacity na teplote pre heat-iso mod pri 60 s a 100 s peridde
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Porovnanie heat-cool médu je zobrazené na nasledujicom grafe. Ciernou farbou je
aplitida pri 60 s periode a €ervenou farbou je amplituda pri 100 s peridde. Z porovnanie
vidime, Ze hodnoty sa od seba liSia. Pri 60 sekundovej periode su hodnoty posunuté
k vy$8im hodnotam. Ako uz bolo vySSie spomenuté tento posum médze byt spbsobeny tym,
ze vzorky pre 60 s peridodu neboli pripravované v rovnaky den ako ostatné vzorky.
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Obrazok 33: Zavislost reverznej tepelnej kapacity na teplote pre heat-cool méd pri
60 s a 100 s peridde

41



5.3 Kvazi-izotermalna analyza

Kvazi-izotermalna TMDSC je zvybranych metdd najlepSia a najcitlivejSia k Studiu
denaturacie lyzozymu. Podla parametrov uvedenych v experimentalne casti 4.2.3 boli
meranim ziskané vysledky, ktoré boli najlepSie viditelné na zavislosti reverznej tepelnej
kapacity na teplote. Ako mdéZeme vidiet na obrazku 34 vysledna krivka nie je linearna, ale je
tvorena zvislymi useckami. Kvoli preruSovanej krivke nebolo mozné QiIMTDSC vyhodnotit
ako predchadzajuce dve metody. Mézeme ale vidiet, Ze denaturacia zacina priblizne pri
teplote 65 °C, teplota denaturaéného piku je 70 °C a koniec denaturacie je priblizne pri
teplote 73 °C.
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Obrazok 34: Zavislost reverznej tepelnej kapacity na teplote QIMTDSC

Na nasledujucich dvoch obrazkoch mézeme vidiet porovnanie QIMTDSC a MTDSC.
V zavislosti reverznej kapacity na Case boli vynesené vSetky tri mody pri danej periode
a kvazi-izotermnalna krivka. Na obrazku 35 sa nachadza porovnanie pre 60 sekundovu
periédu kde heat-only mod je Ciernou farbou, heat-iso je Cervenou farbou, heat-cool je
Cervenou farbou a krivka pre kvazi-izotermalnu MTDSC je zelenou farbou. Z porovnania
mézeme potvrdit, Ze z vybranych modov pri 60 sekundovej periéde su vhodné k studiu
denaturacie lyzozymu len heat-only a heat-iso méd. V obidvoch modoch su hodnoty piku
najblizsie k teplote piku pri QITMDSC.
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Obrazok 35: Porovnanie amplitud pri 60 sekundovej periode s QIMTDSC

Na obrazku 36 je zobrazena zavislost reverznej tepelnej kapacity médov 100 sekundovej
periédy s QITMDSC. Zo zavislosti mézeme vidiet, Ze teplota denaturacie pri QITMDSC je
priblizne pri teplote 70 °C. K tejto teplote je najblizSie teplota pri heat-cool mdde, ktory bol pri
porovnani amplitid vybrany ako najvhodnejSi pre Studium denatracie lyzozymu pri 100
sekundovej peridde. Zaroven vidime, Ze vSetky pri mody su pri pouziti 100 s periode
dostatoCne citlivé k studiu denaturacie lyzozymu.
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Obrazok 36: Porovnanie modov pri 100 sekundovej peridde s QIMTDSC
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6 ZAVER

Ciefom prace bolo overit pouzitelnost diferenénej kompenzacnej kalorimetrie (DSC)
a teplotne modulovanej diferenénej kompenzacnej kalorimetrie (TMDSC) pri Studiu
denaturacie lyzozymu. Pri obidvoch metddach bola denaturacia viditelna, takze obidve
metody su vhodné k zaznamenavaniu denaturacie lyzozymu.

Nakolko sa v sucastnosti metddy termickej analyzy dostali viac do popredia, bolo jednym
z cielov experimentalnej Casti blizSie popisat vybrané metddy a interpretovat’ vysledky, ktoré
mdbzeme pomocou merania ziskat. Ako prva bola pouzita DSC, ktorej vysledkom merania je
celkovy tepelny tok, ktory odpoveda mnozstvu tepla potrebného k vyrovnaniu tepl6t.
Z vysledkou sme zistili, ze k denaturacii lyzozymu dochadza priblizne pri teplote 72 °C a ma
endotermicky charakter, ktory sme zistili po integracii piku kde sme dostali hodnotu
dodaného tepla.

Druhou metédou bola TMDSC, ktora sa od klasickej DSC liSi moznostou rozdelit' celkovy
tepelny tok na jeho reverzibilnu a nereverzibilnu zlozku. Zakladnym vysledkom, z ktorého sa
vychadza je modulovany tepelny tok, ktory dokaze softvér rozdelit na celkovy tepelny tok
a jeho dve zloZky, Po rozdeleni tepelného toku na jednotlivé zloZky bolo dalej zistene, Ze
denaturacia je tvorena reverzibilnou (termodynamickou) zlozkou. Dal$im parametrom, ktory
vieme ztepelného toku odvodit je tepelna kapacita. Tepelna kapacita méze byt opat
rozdelena na reverznu a nereveznu, priCom reverzna Cast tepelnej kapacity odpoveda
reverzibilnej zloZke tepelného toku. V zavislosti reverznej tepelnej kapacity na teplote bolo pri
striedani procesu zahrievania a chladenia zistené, Ze denaturacia lyzoziumu je nevratna,
pretoze pri chladeni nebol pozorovany Ziaden tepelny prechod.

Z vysledkou je vidiet, Ze obidve metddy su vhodné k Studiu denaturacie proteinov, preto
sme sa v dalsom experimente zamerali na optimalizaciu metdd. Pri optimalizacii sme
vychadzali z troch vplyv, ktoré mozu ovplyvnit priebeh denaturacie a to rychlost ohrevu,
amplituda a peridda. Vplyv rychlosti ohrevu na priebeh denaturacie bol pozorovany pomocou
DSC, kde zo Styroch rychlosti ohrevu tj. 1 °C/min, 2 °C/min, 5 °C/min a 10 °C/min bolo sériou
experimentov zistené, Ze s rastucou rychlostou ohrevu sa teplota denaturacie posuva
k vy§Sim teplotam. Ako najlepSia rychlost ohrevu bola zvolena rychlost 2 °C/min. Vplyv
periédy a amplitudy bol sledovany pomocou TMDSC kde boli porovnavané mody heat- iso,
heat- only a heat-cool pri 60 sekundovej a 100 sekundovej peridde. Meranim bolo zistené, Ze
amplituda ani peridda nemaju vyrazny vplyv na priebeh denaturacie pri 100 sekundovej
periéde. Pri 60 sekundovej peridde bolo zistené, ze amplitida pri heat-cool mdde doslo
k posunu denaturacie k vy§sim hodnotdm. AvSak samotny posun nemusi byt spdsobeny
konkrétnym moddom, ale meranymi vzorkami, ktoré neboli pripravené spolu s ostatnymi
vzorkami.

Porovnanim jednotlivych modov pri danej peridde boli stanovené mody, ktoré vnasaju
najmensie chyby pri studiu denaturacie lyzozymu. Pri 60 s periéde bol ako najlepSi mod
zvoleny heat-iso a pri 100 s peridde bol vybrany heat-cool mdéd. V poslednom kroku boli
mody porovnané s kvazi-izotermnalnou TMDSC, ktora je povazovana za najpresnejSiu
metodu. QiITMDSC bola vyhodnotena len zo zavislosti reverznej tepelnej kapacity na teplote
kde bolo vidiet, ze denaturacia prebieha v teplotnom rozmedzi od 65 do 73 °C a teplota
denaturacie lyzozymu je okolo 70 °C.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

a

atd

BSA
Ca-ATPaza
Cs

C-N

COOH
DMSO
DSC

DTA

(M9

AG

g

hmot. %
AH

J

K

mg

min

ml

MS Excel
napr.
NH

NH;

alfa

a tak dalej

beta

linearna konstanta rychlosti ohrevu
hovadzi sérovy albumin

adenosin trifosfataza transportujuca vapenaté ionty
Specificka tepelna kapacita
nitrilova skupina

karboxylova skupina
dimetylsulfoxid

diferenéna kompenzaéna kalorimetria
diferen¢na termicka analyza
tepelny tok z kinetickych procesov
zmena Gibbsovej energie

gram

hmotnostné percento

zZmena entalpie

Joule

Kelvin

miligram

minuta

mililiter

Microsoft Excel

napriklad

imidova skupina

aminoskupina
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nm
PEET
pH

QiTMDSC

AS

TA
TG

g.

TMA
TMDSC
TOA

°C

nanometer

polyéteréterketon

zaporny dekadicky logaritmus koncentracie vodikovych katiénov v rotoku

kvazi — izotermnalna teplotne modulovana diferenéna kompenzacna

kalorimetria

smerodajna odchylka

sekunda

zZmena entropie
absolutna teplota
termicka analyza

termogravimetria

to je

termomechanicka analyza
teplotne modulované diferenéna kompenzaéna kalorimetra
termoopticka analyza

stupen Celsia
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