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KRYTERIA FIZYKO-CHEMICZNE ROZTWORÓW DNA W WISKOZYMETRYCZNYCH 
POMIARACH CIĘŻARÓW CZĄSTECZKOWYCH

Streszczenie. Określono ciężary cząsteczkowe kwasu dezo
ksyrybonukleinowego w kapilarnym wiskozymetrze Eignera i 
wyznaczono lepkości wewnętrzne fyj"! dla DNA w 0,2 m roztworze NaCl. ‘J _

Wykazane, że lepkości wewnętrzne DNA [ można wyzna
czyć poprzez pomiar lepkości względnej dla jednego tylko 
stężenia DNA.

Stwierdzono, że dla DNA o ciężarze cząsteczkowym 0,5— 
6.106 można pominąć dwukrotne ekstrapolowanie ^ 2  do stę
żenia DNA C O i gradientu prędkości przepływu G O. 
w przypadkach gdy G = 20 s-1, a wyznaczona lepkość względ- 
na ? wzgl* * 1’1’ Poat9P°wanie tot pozwala na wyznaczeni« 
ciężaru cząsteczkowego DNA nawet dla 0,1 mg DNA.

Makromolekuły oiologicznie aktywne, wśród nich kwas dezoksyrybonuklei
nowy (DNA) charakteryzują się dużymi rozmiarami, wysokim ciężarem czą
steczkowym i skomplikowaną drugo - i trzeciorzędową budową przestrzenną. 
Podstawowym kryterium analizy II rzędowej struktury molekuł DNA jest ich 
ciężar cząsteczkowy.

Ciężar cząsteczkowy biopolimerów, wśród nich DNA można wyznaczyć z po
miarów natężenia rozproszenia światła [Y| dla molekuł DNA o niskim cię
żarze cząsteczkowym oraz z pomiarów lepkości wewnętrznej [2,3,4] 1 pomia
rów stałej sydementacji [5] , a szczególnie z połączenia wyników tych me
tod, w oparciu o równanie Flory-Mandelkerna [is] . Z wszystkich wymienio
nych metod najbardziej dogodnym wyznaczeniem ciężaru cząsteczkowego jest 
pomiar lepkości wewnętrznej [*>] roztworów DNA. Pomiary te wykonywane są 
przy pomocy prostej aparatury, a ich interpretacja uwzględnia wszystkie 
istotne fizyko-chemiczne kryteria strukturalne.

Lepkość wewnętrzną można zdefiniować przez:

{ '? ] = lim (k a gi---- )

gdzie

c
c— o 
G —  0

roztw.
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c - stężenie roztw. DHA g/dl 
G - gradient prędkości przepływu s-1

Najczęściej stosowaną jednostką lepkości wewnętrznej roztworów ISA jest 
dl/g. Znajomość wartości lepkości wewnętrznej roztworu DNA umożliwia ob
liczenia jego ciężaru cząsteczkowego M. Ciężary cząsteczkowe molekuł DNAc 8wahają się od 3.10^ i 10 , przy czym większa ilość molekuł DNA dostępnychc 7badaniom posiada ciężar cząsteczkowy 3 . 10 i 10 .

Zależność lepkości wewnętrznej od ciężaru cząsteczkowego biopolimerów 
określona jest ogólnym równaniem Deby’a [*?] = K . K**, gdzie K i o(. są 
współczynnikami zależnymi od struktury bipolimeru. V przypadku roztworów 
DNA zależność^ogólna między i U przedstawia się następująco: (2) [*2] = 
1,45 . 10“6 M1' 2 a w szczególnych przypadkach wynosi odpowiednio ^7}

[?]= 1.°5 . 10-7 M1'32 dla M > 3.105 r 2.106

fi]. 6»9 * 10“4 M0,70 dla M a 2.106 f 1,3 . 108

Zależność ciężaru cząsteczkowego M od lepkości wewnętrznej[7]możemy przed
stawić graficznie jako funkcję U a f(f?] )• (Rys* 1)* Lepkość względną

roztworów DNA możemy mierzyć wiskozymetrem kapilarnym Eignera [2] . Jest to 
zmodyfikowany wiskozymetr kapilarny typu Ubbelhode*a przeznaczony do mie
rzenia lepkości cieczy nienewtonowskich, których lepkość zależy od gra
dientu prędkości przepływu. Wiskozymetr Eignera stosowany w naszych bada
niach, opisany jest wymiarami przedstawionymi na Rys. 2.

Wiskozymetr ten, dzięki czterem kulistym naczyniom umieszczonym jedno 
pod drugim w  pionowym rzędzie, umożliwia wyznaczenie lepkości względnej 
roztworów DHA przy czterech różnych gradientach prędkości przepływu.Wyzna
czenie gradientów prędkości przepływu i utrzymanie ich w określonych gra
nicach, warunkuje przydatność wiskozymetru do pomiarów lepkości roztworów 
DNA.
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Rys. 2. Wiskozymetr ka
pilarny Eignera.Długość 
kapilary L = 2000 mm, 
promień kapilary r = 

1 mm

Jeżeli gradient prędkości przepływu ozna
czymy przez prędkość cieczy w odległości 
r od osi kapilary przy u, długość kapilary 
przez L, ciśnienie, na skutek którego następu
je przepływ cieczy w kapilarze przez P, lep
kość cieczy i? , to z równania Poiseuille'a 
du Prdr = ~ 2X t?I wynika,że gradient prędkości prze
pływu będzie maksymalny dla ściany kapilary i

4V

że całkowitą objętość cieczy oznaczymy jako V 
promień kapilary jako a, zaś czas wypływu cie
czy jako t.Zgodnie z powyższym równaniem,śred
ni gradient prędkości przepływu w kapilarze
wynosi: (4̂ ) = = -SL- . Średni Ggra-

ar śr. 5 ar max 33Ta:>t 
dient prędkości przepływu w czteronaczyniowym
niskorymetrze Eignera można wyznaczyć oddziel
nie dla każdego naczynia [2],

wyniesie: i du, 
max = = przy założeniu

gd.ie r,
‘o ‘wzgl

Wynosi on G^r=
L oznaczają promień i dłu

gość kapilary qq , t? oznaczają gęstość i lep-
po-

wyższego naczynia G 
G3 = 42s-1, G„ = 20s-1

kość rozp. 0,2 m NaCl, h - wysokość środka naczynia kulistego ponad 
ziom wypyłwu (początek kapilary), zaś g - przyspieszenie ziemskie.

Szczegółowe dane wiskozymetru pozwalające wyliczyć G^r dla kolejnych 
naczyń, znajdują się w opisie rys. 2. Po podstawieniu odpowiednich danych 
uzyskujemy następujące średnie gradienty prędkości przepływu: dla naj-

_  . A A - - 1  J l . _______ .--------- V. _________ i 1. - T __i__ n _  C C — — 1

 ̂- tus'1. Wszystkie pomiary lepkości względnych molekuł DNA 
opisanych w niniejszej pracy, wykonano na preparatach DNA izolowanych z 
grasicy cielęcej i innych narządów zwierząt w oparciu o metodę detergento
wą Kay'a i współpracowników C8} lub metodą fenolową Georiegwa • Bada
ne preparaty DNA były preparatami natywnymi i charakteryzowały się nastę
pującymi parametrami: t dla 0,15 m NaCl + 0,015 m cytrynianu sodu =
87,5°C, A  t * 38$, gęstość unoszenia w CsCl = 1,700 —iS_, zawartość GC a

cm
46#. Kontaminacja białkowa 1 RNA była mniejsza niż 1#. Wartości 8(P) były 
charakterystyczne dla natywnych preparatów DNA. W niektórych przypadkach 
oddzielano natywne molekuły DNA od molekuł zdenaturowanych stosując meto
dę chromatografii na hydroksyapatycie (10). Wszystkie preparaty DNA używa
ne do pcmiarów lepkości względnej przygotowano w 0,2 m NaCl.Stężenie roz
tworów DNA wyznaczano na podstawie pomiarów spektrofotometrycznych dlaji= 
260 nm, przy założeniu, że 1 mg natywnego DNA odpowiada 18,0 jednostkom 
ekstynkcji.
Czas wpływu roztworów DNA w pomiarach wiskozymetrycznych mierzono z do
kładnością Z 0,1 s. Czas wypływu 0,2 m roztworu NaCl wynosił: 274 s dla
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I nacz., 246 a fila II nacz., 281 a dla III nacz., 284 a dla IV nacz. Róż
nice temperatur w pomiarach wlakozymetrycznych nie przekraczały 0,03°C. 
Wazyatkie pomiary lepkości względnej wykonano w temperaturze 25°(C.

Jak wynika z definicji lepkości wewnętrznej jej wartość należy
wyznaczać dla gradientu prędkości przepływu G -»0 i atężenia roztworu 
DNA C — 0. Używając do wyznaczenia lepkości wewnętrznej wiakozymetru kapi
larnego Eignera, staramy się osiągnąć G-»-0 przez maksymalne zmniejsze
nie promienia kapllary r oraz przez zwiększenie długości kapilary L.Zwię
kszenie długości kapilary uzyskujemy przez skręcenie kapilary w spiralę. 
Promienia kapilary nie można zmniejszać nieograniczenie, ponieważ zgodnie 
z wynikami szeregu autorów (11) , w przypadku promienia mniejszego od 0, 4 
mm- roztwory DNA ulegają degradacji podczas przepływu przez kapilarę.Lep
kość względna roztworów DNA jest tym więkzsa, im większa jest stężenie 
roztworu. Biorąc pod uwagę, że średni gradient prędkości przepływu G^r 
jest funkcją odwrotnie proporcjonalną w stosunku do lepkości względnej 
roztworu, nie można równocześnie spełnić warunku uzyskania minimalnego G^ 
i minimalnego stężenia C DNA w roztworze. Uwzględniając wymienione wyżej 
zastrzeżenia dla warunku G-—  0 i C -»-0, uzyskujemy przy pomocy opisane
go wiskozymetru średnie gradienty prądkości przepływu w granicach G^r = 
20s~1 -r 100s“1. r;

Dlh roztworów DNA o lepkości wewnętrznej 60 ~  wartość —  =
zależy jedynie w małym stopniu od gradientu prędkości przepływu, pod 

1warunkiem, że G <C 25s~ . Dla wyższych wartości gradientu obserwujemy 
zmniejszenie się wartości
Zależność lepkości wewnętrzne j [ ? J  od gradientu prędkości przepływu przed
stawiona jest równaniem

[ ? ] g  = [ 7 ] o  ( 1 - a ° Z +  B (}4  +  • • • )

gdzie lepkość_ wewnętrzna roztworu DNA dla danego gradientu prędkości prze
pływu Qt jest lepkością wewnętrzną dla G-*- 0, a wartości a i b
są stałymi zależnymi od struktury makromolekuł (11). Zależność lepkości 
wewnętrznej od gradientu prędkości przepływu można również przedstawić jar-

•  « f 7 ] t

gdzie E są stałymi zależnymi od struktury makromolekuł (11).
Z przedstawionej na rys. 3 zależności - [ ? J  <} = f(G^) wynika,że

do wartości G = 25s“1 -i- 30s_1 roztwory DNA zachowują się jak ciecze new
tonowskie, natomiast wyższe gradienty prędkości przepływu wpływają na o- 
rientację makromolekuł w przepływającym roztworze. Bardziej przydatne 
praktycznie jest przedstawienie zależności lepkości wewnętrznej od gra-
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Rye. 3. Wpływ gradientu prędkości przepływu 0 na wartość lepkości 
_ wewnętrznejf rfj

[7Jo - lepkość wewnętrzna DNA dla 6 = 0, j - lepkość wewnętrzna dla
G ̂ >0, G2 - kwadrat gradientu prędkość przepływu

Rys. 4. Zależność — — g " od gradientu prędkości przepływu G dla pre
paratów DNA o lepkości wewnętrzne j £  = 43 dl/g 1 = 80 al/g

dientu prędkości przepływu jako _ f(G). Zależność ta przedstawio
na jest na Rys. 4. T)

Po wyznaczeniu wartości stosunku lepkości specyficznej do stężenia 
dla G-w 0 należy zekstrapolować otrzymane wartości dla stężenia roztworu 
DNA C -* 0.Ekstrapolację tę możemy dokonać przez wykreślenie s&leżnosci
lim lub lim "£-) od stężenia roztworu DSA
C— 0 C — 0
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Wykazano, że dla lepkości względnych '?WZg1 -<C 2 funkcje te są w za
sadzie liniami prostymi i możemy przedstawić je następującymi równaniami:

{ ? ] + 1* h)2o

= f ? ] + K " M  2 °in'?— tr

gdzie K' i K "  są wartościami stałymi tak że K* + K“ =0,5 (2).
Wg Eignera i Doty'ego [jj K' Ii K "  wynoszą odpowiednio K' = 0,45,K'i0,05 
dla niskich wartości gradientu prędkości przepływu.
Wyznaczenie lepkości wewnętrznej roztworu DNA j^ poprzez graficzne zna
lezienie isZ=2£l 7gp J .q i dla C -w- 0 przedstawione jest na Rys. 5.

iT£2£Nl£ DNAVj L*1 J
Rys. 5. Zależność —  i Q(j stężenia C roztworu DNA

, Ponieważ K", wyznaczenie lepkości wewnętrznej [~V] w oparciu o
wykreślenie zależności = f(C), jest obarczone mniejszym błędem
niż w oparciu o zależność ?-gP = f (C).
DBA będący podstawowym materiałem genetycznym jest w wielu przypadkach pre
paratem trudnych do wyizolowania w ilościach umożliwiających wyznaczenie 
lepkości względnej dla kilku stężeń roztworu DNA. Małe ilości DNA, dostęp
ne dla oznaczeń, określają sposób postępowania umożliwiający wyznaczenie 
lepkości wewnętrznej [  ̂ 7 roztworu DNA z pomiaru lepkości względna dla jed
nego tylko stężenia roztworu.

Na podstawie dotychczas opublikowanych wyników wykazano, że błąd wynika 
jący z dokładności pomiaru czasu wypływu roztworu DNA jak i wynikający ze
zmniejszenia się wartości jest najmniejszy dla stężenia roztworu DNA
°/^wzgl = 1 0(3P°wiednio ^  = 0.1. Wpływ gradientu prędkości przepły
wu G na wartość lepkości względnej przedstawiony jest na Rys. 6.
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Z wykresu wynika, że im lepkość względ
na jest mniejsza tym wpływ gradientu 
prędkości przepływu jest mniejszy,a tym 
samym uwzględniając wpływ G wybranie

Rys. 6. Wpływ gradientu pręd - 
kości przepływu G na wartość 
lepkości względnej 7 wzgi roz

tworu DNA

lepkości względnej 7 wzgl = 1,1 do wy~ 
znaczania lepkości wewnętrznej[ 7] roz
tworu DNA jest obarczone najmniejszym 
błędem. Lepkość wewnętrzna roztworu DNA 

wyliczona z równania ] +
K'p?]̂ C, - przyjmując, że £' = 0,5, -dla 
7 wzgl =  ̂  ̂r<5żni się jedynie o około 51> 
od wartościuj wyznaczonej graficznie.

Przy pomocy opisanego wiskozymetru 
Eignera, przebadano zależność lepkości 
względnej 7wzgl 0<* stężenia c roztworu 
DNA o różnej lepkości wewnętrznej [7j w 
zakresie = 3-r 60 dl/g, dla różnych 
wartości gradientu prędkości przepływu 
G. Uzyskane przez nas wartości lepkości 
względnej i odpowiednich stężeń DNA,poz

walają po wyznaczeniu jednej tylko wartości ̂  WZgl’ znaleźć rozcieńczenie 
roztworu DNA- dla którego 7wzgl * 1'1*

Zależność stężenia C roztworu DNA, 
dla którego lepkość względna wynosi 

?wzgl = 0<3 lePk°ści wewnętrznej [7]
DNA przedstawiona jest na Rys. 7.Wartoś
ci te wyznaczono dla gradientu przepły
wu G * 20s_1-

Ciężar cząsteczkowy DNA jest tym wię
kszy im większa jest lepkość wewnętrzna 
roztworu DNA, tym samym 7wzgl * 1.1.
dla roztworów DNA o dużym ciężarze czą
steczkowym, będzie spełnione nawet przy 
stosunkowo niskich stężeniach DNA.Wnio
sek ten ma bardzo istotne znaczenie przy 
pomiarach bardzo małych ilości DNA. Z 
drugiej strony, dokładność wyznaczenia 
lepkości wewnętrznej z jednego po
miaru ̂  wzgi = 1*1» j«st tym większa im 
ciężar cząsteczkowy DNA jest mniejszy. 

Rys. 7. Zależność stężenia C roz- Ze względu na to, że lepkość wewnętrzna
iiis*'.“ ; ; r r ,rs - r a  "»*•«*. ™  - i . «

L -* « 8  sowana dla określenia ciężarów cząstecz
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kowych DNA, nie przestrzeganie warunków pozwalających na pomiary ^wzgl, 
przy C-*- 0 i G-»- 0 prowadzi do wyznaczenia błędnych wartości ciężarów 
cząsteczkowych.
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PHYSICO-CHEMICAL CRITERIA OP DNA SOLUTIONS IN VISCOMETRIC 
MOLECULAR WEIGHTS DETERMINATIONS

S u m m a r y
The molecular weight of DNA was measured using a Eigner type viscome

ter in 0,2 m NaCl by intrinsic viscosity determination. It was shown tnat 
intrinsic viscosities can be determined through only one measurement
at selected DNA concentration. When DNA preparations with M.W. 0,5-6.10^ 
are investigated, the repeated extrapolation to zero DNA xoncentra- 
tion and zero shear gradient can be omitted if G S' 20 s-1 and 

Por such M.W. determination only 0,1 mg of DNA is necessary.

3k K O -X U  MEHECHKE K P R T E P hh  PACTBOPO B ÄHK  
a  BE C KU3MMET I'll HEC KMX H BM EPEHEn): MOAEKyJInPHHX BECOB

P  e 3 a u  e

OnpexejieHo MoreKyaapHue Beca ÄHK npz nouccjz KanzJiapHoro BHCKOSHueTpa 
BiärHepa h 06o3HaveHo xapaKTepzuecKyn sa3K0CTb ] ÄHK b 0 , 2  u paCTBope 
NaCl.

yKa3aHo, ' n o  xapaK TepzcT zueczze  bsskoctz AHK [ 7 j  mo sc ho oóosHauaTŁ zaMe- 
p aa  oTHoczTejibHyn Ba3JtocTb s a a  oahoz rojibKo KOHueaTpauzz ÄHK.
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HosTBepijeHO, « t o  jjaa ÄHK o uoreKyaapHOM Bece 0 , 5 - 6 . 1 0  m o x h o  cnycm T b 
íByKpaTKyu sacTpanoraiuii) - ^ ,2  k 3ua«eHHB KomjeHTpamw ÄHK C ^ - 0  m rp a j e H -  
Ta CKopocTH noTOKa G -» -0 , b oay«aax  K o r ja  G t  20 _1 a o6o3Ha«eHa o t h o c h -

TejiŁHaa sa3K0CTb ~  1 , 1 .

O t o  Ä a e T  B 0  3 M03K K 0 C T Ł  o 6 o 3 H a « a B H a  u o x e K y a a p a o r o  B e c a  ÄHK b  p a c t B o p a x  

c o f l e p x a x w i « :  0 , 1  Mr Ä H K .


