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Studium bodu gelace pomoci metod dynamického
rozptylu svétla

Abstrakt

Cilem této prace bylo vyzkousSet vyuziti metod dynamického rozptylu svétla k urceni
bodu gelace daného systému. Nejprve byly predstaveny teoretické zéklady, nezbytné pro
poochopeni vyuzivanych metod. Zkoumanym systémem byla zvolena agaroza, kterou
prochazel laserovy paprsek, jehoz rozptyl byl zaznamenavan kamerou. Vysledné snimky
specklového pole byly analyzovany tiemi piistupy: prvnim bylo uréeni viskozity a vyhod-
noceni jeji zmény v zavislosti na teploté vzorku. Druhy pfistup byl zaloZzen na sméro-
datnych odchylkach intenzity specklovych poli a jejich zmény na teploté. Tteti pfistup

m¢éfil intenzitu svétla prochazejici vzorkem. Vysledky byly vyhodnoceny a diskutovany.
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rozptyl svétla, DLS, multi speckle DLS (MSDLS), bod gelace, agardza



Studying the gel point using dynamic light scattering
methods

Abstract

The aim of this thesis was to determine the gel point of a given system using dynamic
light scattering methods. Initially, the theoretical foundations necessary for understanding
the methods used were presented. Agarose was chosen as the system under study, through
which laser beam passed, and the scattering was captured on a camera. The resulting
speckle field images were analyzed using three approaches: the first was to determine
viscosity and evaluate its change depending on the temperature of the sample. The second
approach was based on the standard deviations of the intensity of the speckle fields and
their changes with temperature. The third approach measured the intensity of light passing

through the sample. The results were evaluated and discussed.

Keywords

light scattering, DLS, multi speckle DLS (MSDLS), gel point, agarose



Podékovani

Chtél bych pod&kovat piedeviim vedoucimu prace Ing. Stépanu Kuncovi, Ph.D., za jeho
cenné rady a pomoc pfi vypracovani této prace. Dale bych chtél pod¢kovat své rodin€ a

ptrateliim za neustalou podporu béhem mého studia a vSem ostatnim, ktefi mi v prub¢hu

studia pomahali.



Deklarace vyuziti technologie umélé inteligence

Pfi psani této prace byl v urcitych kapitolach vyuzit generativni jazykovy model

GPT-4 od spolecnosti OpenAl, zejména pro vylepseni nékterych textovych formulaci.



TEOTEtiCKA CASt..uueiuecreiirensreireecsensicsaicsnisecssisssnsesssecssssssssessssssesssessssssssssessssssasssssssssssess 17
| I - 1 17
L1 INteNZita SVEIA...c.eieiiiiiiiiie ettt ettt et 19

1.2 Polarizace SVELIA.........cccuiiiiiiiiieiiecieeeeee et 21

1.3 Interference SVEIa ......cccuveiiieiiieiiecie e 22

1.4 KoOherence SVELIA ........cccuiiiiiiiiieiiecie ettt 24
ROZPLYL SVELIA c.eeeeieeiiniiininniinniisnissnisssnsssiesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 26
Metody dynamického rozptylu SVELIA ........ceeeevvuieneissninsennsnncsserssasesnnssssessssssnnes 31

3.1 Metoda DLS ..o e 32

3.2 Metoda Multi Speckle DLS (MSDLS) .....oooiiiiiiieiieieeeeeee e 34

3.3 Metoda DWS ..o 37

3.4 Metoda Multi Speckle DWS ..o 39

4 Gely 2 Dod GElACE ...uuueieuuneiinriiiniiisnricnnnissnnisssstissstissstesssssossssnosssssosssssossssssansees 40
AT GRLY ettt ettt sttt ens 40

4.2 BOd EIACE .....cciiieiieeiieeece e et e 40

4.3 METteni bodu ZelaCEe ......cueiviieiieeiieiiece e 42
4.3.1 Klasické Metody .......ccceevvieriiiiiiiiieeiiecie ettt 42

4.3.2 Meéteni pomoci rozptylu sVEtla.......cc.eevieeiiiiiiiiiieceeece e 43

5 ABATOZA.cccuuericnnricrnncninienssncsssicssssiossssisssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssses 45
5.1 Struktura Q@ArOzZy .......ccceeecuieeieeiiieeie et eee ettt ettt teebee e seens 45

5.2 VIaStNOStl QZATOZY .....eeovveeiieriieeiieeiieeieeeeeeciteeteeieesaeebeesaeeseessseesseessseeseens 45

5.3 Praktické aplikace agardzy..........ccoceevuieiiieiiieniieiieeieeeee e 46

LI C0] 1) | TN 48
6.1  Struktura KOIAgeNnU ........coecvieiiiiiiieiie et 48

6.2 VIastnosti KOLAGENU ........ccceeiiieiiiiiiieiieeie et 49

6.3 Praktické aplikace kolagenu...........ccoocieviiiiiiniiiiieiece e 50
PraKtiCKa CASt..uiieinniisecseiisensnncsenssenssecssnssesssncssssesssecsssssnsssessssssssssesssssssssssssssssssssssssess 52
7T MEFeni DodU GEIACE......uueieuieieinrninsniiininsiissniesnessstssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssses 52
7.1 PFHPrava XPeriMeENTU .......c.cevieeruierieeriienieeitieneeeenieesaeeseessresnseessseeseesssessseens 52
T1T APATAtUTA ...eeeiiiiieiieeeiee ettt ettt e e e e eabeeens 52

7.1.2 Pracovni postup v Krocich ........cccoevieiiiniiiiniiiiieeeeeee, 54

7.2 Zpracovani a vyhodnocovani dat ............ccoeeieriiiiieniieiieeceee e 55
7.2.1 Prvni piistup ptes hodnotu visKozZity.........cccccevviieviieniiieniinieeieee, 56

7.2.2 Druhy piistup pies smérodatnou odchylku ........cccoceviiniiiininnennne. 61



7.2.3 Tteti pfistup pfes méfeni intenzity svetla.........coocevveviiniiiiniinennene. 62

7.3 UrCeni bodu gelace agarazy ..........cceecveerieeiiienieeiienieeiieeeeeiee e eiee e eiens 64
7.3.1  PHPrava VZOrKU ......ccoeviiiiiiiiiieiieeieeteee et 64

7.3.2 MET@NI c.viiieieieeste ettt 66

7.4 Vysledky méfeni bodu gelace agardzy..........ccoceeveeriieciieniieniieiieeiieeeeeieane 67
7.4.1 Vysledky prvni metody pies ViSKOZItU........cceevveeriieriieniiiiiieieee, 67

7.4.2  Vysledky druhé metody ptes smérodatnou odchylku ........................ 73

7.4.3 Vysledky tieti metody pres intenzitu SVEtla ........ccceevevierieiiieniieninene, 77

7.5 Urceni bodu gelace dalSich systémil ..........ccceevieeiieniieiiieiiicieciecee e 78
7.5.1 Vysledky méteni kolagenu..........ccccoevieiiiiiiiniiiiieiiieceeeee, 78

7.6  Diskuze k vysledkiim métfeni bodu gelace agarozy ...........ccecceeviierivenveennnnn. 81
ZLAVEY cuuueerecrinenensenssnssisssssississessssssssssssssssssssstsssostossossosssssssssssssstssssstossossossesssssssssssssnsanes 83
POUZItA LHEETAULA cauceueeneecrirneiniieininstectisecssicsssesssecsssssesssessssssssssessssssssssesssssssssssssess 84
g (1] 1 89
A PHIONA. .o 89

8.1 KOdy ZMATLABU ..ottt 89



Obrazek 1.1: Elektromagnetické spektrum viditelného svétla ...........ccooceviiiiniinennene. 17
Obrazek 1.2: Sifeni elektromagnetické viny. Elektrické a magnetické viny kolmé viiéi
sobé¢ 1 viici sméru Sifeni. Intenzita elektrického pole E osciluje pouze v jedné ose,
fikdme tedy, Ze se jedna o vertikalni polarizaci, viz. kapitola 1.2. (@gendal 2017)....... 18

Obrazek 1.3: Druhy polarizace (Nave, R [D.1.]) coooieeiieiieiiieiecteeceeee e 21
Obrazek 1.4: Konstruktivni a destruktivni interference podle fazového rozdilu (Gao
20719 ettt h ettt ettt h et eat e sbe ettt e naeenae s 23
Obrazek 1.5: Specklové pole (FOto autora). .........ecueeeveeniieriieiieeieeieeie e 24
Obrazek 2.1: Rozptyl svétla zptisoben tukovymi a kaseinovymi ¢asticemi v mléku
(Gastélum-Barrios €t al. 2020)........cccuiiiiiiieiiieeiie e e e 26

Obrazek 2.2: Pokud se molekula, které je podstatné mensi nez vinova délka svétla, setka
se svétlem polarizovanym v xz roviné, dojde k tomu, Ze elektrické pole tohoto svétla
indukuje oscilaci elektrond uvnit molekuly. Tento jev pfetvari molekulu v oscilujici
dipdl, ktery nésledné emituje zafeni ve vSech smérech. Intenzita tohoto emitovaného
zateni se li$i v zavislosti na thlech ¢ a 8, které¢ urcuji smér emise (dgendal 2017). .... 27
Obrazek 2.3: Tustrace elektrickych dip6lt (Castic) mezi dvéma nabitymi deskami,

zobrazujici vytvoreni dipélového momentu (Dgendal 2017). ....cocvevevevieiiiniinienieneeens 28
Obrazek 2.4: Vinové vektory kin a kout a jejich vztah k vektoru rozptylu q (Qgendal

20017). ettt sttt 29
Obrazek 2.5: Vypocet délky rozptylového vektoru g (Dgendal 2017). ...cc.coverevennennnee. 30
Obrazek 3.1: Hypoteticky piiklad aplikace DLS na dvou vzorcich (Jones 2010).......... 31
Obrazek 3.2: Schéma aparatury pro DWS (Scheffold et al. 2004)..........ccccceverienennnene. 32

Obrazek 3.6: Uspotradani aparatury pro méteni dynamického rozptylu svétla (DLS).
Detekce probiha prostfednictvim nékolika pinhold, pficemZ nejmensi z nich je umistén
nejblize detektoru. Jejich primér bézné ¢ini 100 az 200 mikrometrii (Wgendal 2017).. 33
Obrazek 3.7: Schéma zobrazujici postup ur¢ovani difuznich koeficienti z

autokorelacnich funkci (NOTIab 2021) ......oiciiiiiiiiiiieeeeeceee e 34
Obrazek 3.8: Princip MSDLS (Xu et al. 2015)....cccuiiiiiiiieeieeieeteeeeeee e 35
Obrazek 3.9: Specklové pole (FOto autora). ........cecueeevieriieiiieiieeiceieecee e 36
Obrazek 3.10: Uspotadani aparatury pro DWS (Kim a Pak 2010) ......ccceoeevieriencnnnene. 37
Obrazek 3.11: Dvoubunééna metoda (Scheffold et al. 2004)..........c.coevvvieviriiecrieenenn. 38
Obrazek 3.12: Schéma Multi Speckle DWS (Brunel et al. 2000) .........cccccceevveerivennnne. 39
Obrazek 4.1: Faze vzniku gelu (Shibayama a Norisuye 2002)........cccceecveeriienieenieennnenne. 40
Obrazek 4.2: Porovnani fyzikéalniho a chemického gelu (Aldaais 2023) ....................... 42
Obrazek 5.1: Strukturni vzorec podjednotky agardzy (Pérez et al. 1996)...................... 45
Obrazek 5.2: Jednoduché znazornéni hystereze (Ramos et al. 2017).......ccccevvverivennnnne. 46
Obrazek 5.3: Princip elektroforézy (Berkley QB3 2024) .......ccceeviiiiiiiniiiiiecieeieee, 47
Obrazek 6.1: TEM snimek kolagenu typu I (Howard 2000) ..........cccceeveeeviienieenieennnnnne. 49
Obrazek 6.2: TrojSroubovice kolagenu (Patel et al. 2022) .......ccccviviieviiinieniieiieee, 49
Obrazek 6.3: Kolagenovy gel pii 20 °C a 37 °C. Zachyceno pomoci SEM. (Holder et al.
20 T8 ettt ettt h et a e bttt et h et ehtesbe et e enhe et 50
Obrazek 7.1: SeStavena apParatlla..........ccccveerueerieeniieeieeniiesieesieesreesseeseteeseessneeseesseeenne 53
Obrazek 7.2: SChéma aparatury ...........ccceecveeriieeiieniieeie et eie et eteebee e esee s ene 54
Obrazek 7.3: Autokorelacni funkce na logaritmické ose pro glycerol ...........c.cccueennee.e. 58

Obrazek 7.4: Autokorela¢ni funkce pfevedena na logaritmické métitko pro glycerol... 59
Obrazek 7.5: Otiznutd data pro glyCerol.........coocievieiiiiiieiiieieceeeee e 60



Obrazek 7.6: Fittovani ofiznutych dat glycerolu linearnim modelem.............cccocueeeee. 60

Obrazek 7.7: Laserové svétlo prochdzejici skrze vzorek 1 % Cisté agarozy .................. 65
Obrazek 7.8: Kamera snimajici rozptylené svétlo ze vzorku ..........coccevveviiviiniencnnene. 66
Graf 7.1: Autozkorelovand data pii teplot€ 40 °C. .......cooveviieriieniiiiieeieeeece e 68
Graf 7.2: Otiznuta data pii teplot€ 40 OC......cooiviieiiieiiieieee e 68
Graf 7.3: Otiznuty jesté mensi usek pii teplot€ 40 °C......ooovieiiieiiiiiiiieieceeeee 69
Graf 7.4: Otiznuta data prolozena linedrni funkei pti teploté 40 °C. ......ccceevvveirennnnne. 69
Graf 7.5: Zavislost viskozity na teploté roztoku 1 % cisté agardzy v riznych métitkach
........................................................................................................................................ 71
Graf 7.6: Zavislost viskozity na teploté roztoku 1 % agardzy s nanoc¢asticemi v riznych
MEFTKACK (..o 72
Graf 7.7: Zavislost smérodatné odchylky intenzity na teploté roztoku 1 % agardzy..... 75
Graf 7.8: Zavislost smérodatné odchylky normalizované intenzity na teploté roztoku 1
00 QZATOZY .eeeneviieiiie ettt ettt et e ettt e et e et e e et e et e e bt e e e bt e e eab e e e e bt e e abeeeanbeeeanbeeens 75
Graf 7.9: Zavislost smérodatné odchylky intenzity na teploté roztoku 1 % agarozy s
NANOCASTICEINLL 1.ttt ettt ettt ettt ettt sb e et ea e e sb et e eatesbe et e eatesbeenbeeatesbeenbesaeesbeenneas 76
Graf 7.10: Zavislost smérodatné odchylky normalizované intenzity na teploté roztoku 1
% AZATOZY S NANOCASTICEIMI ..eeuvvieuiieiiieiieeiieeieeeteeteeeteesteeseaeeteesaeeseessseesseessseenseesseeenne 76
Graf 7.11: Zavislost intenzity svétla na teplot€ vZorku ..........cccceceeviiviniininiiniencnene. 77
Graf 7.7: Autozkorelované data méfeni kolagenu pii teplote 40 °C. .......ccceevvveirennnne. 79
Graf 7.8: Ofiznuta data méteni kolagenu pfi teplot€ 40 °C......coocviriiiriienieniieieee, 79
Graf 7.9: Otiznuty jesté mensi usek roztoku kolagenu pfi teploté 40 °C. ...................... 79
Graf 7.10: Ofiznuta data roztoku kolagenu proloZena linearni funkci pfi teploté 40 °C.
........................................................................................................................................ 80

Graf 7.11: Zavislost viskozity na teplote roztoku kolagenu. ............cceeeeveiiinirinnennnne 80



Seznam tabulek

Tabulka 7.1: Piiprava 1 % roztoku CiSté agardzy ..........ccceevveevuieriienieniieiieeie e 65
Tabulka 7.2: Piiprava 1 % roztoku agardzy + 200nm PS nanocastice...........c.ccuvennee.e. 65
Tabulka 7.3: Ziskané hodnoty viskozity agardzy v zavislosti na teploté ....................... 70
Tabulka 7.4: Hodnoty smérodatnych odchylek intenzity v zavislosti na teploté ........... 74

Seznam zdrojovych kodu

Zdrojovy kod 7.1: VYtvoreni MatiCe........eecvieriieiiieniieeitieeiieeiiesiieeieeseeeieeseveeseeseneeeeens 56
Zdrojovy kod 7.2: Nacteni a zpracovani SnImKU.........c.eeevieiieiiieniinieiieeieeceieens 57
Zdrojovy kod 7.3: Vypocet autOKOTEIACE .......eevvieiiiieiieeiiieiieceeieece et 57
Zdrojovy koéd 7.4: Vizualizace autokorelacni funkce..........cocoevvveiiiiiiiiiiiniiiiiiiees 58
Zdrojovy kod 7.5: Otiznuti dat, fittovani a vypocet ViSKOZity.........ccccueevieriieniienieennens 59
Zdrojovy kod 7.6: VYtvOreni MAtiCe........eecvieriieiiieiieeiieeiie et siieeiee e seveeseeseaeeeens 61
Zdrojovy koéd 7.7: Nacteni a zpracovani SnImKU.........c.eevvieiieiiieiiiniiiieeieeceeieeiens 62
Zdrojovy kod 7.8: Vypocet standardnich odchylek..........c.ooooeiiiiiiniiiiiiniiiiciees 62
Zdrojovy koéd 7.9: Vypocet standardnich odchylek..........ccoooeiiiiiiiniiiiiiniiiiiee, 63
Zdrojovy koéd 7.10: Vypocet standardnich odchylek...........cccoviieviiiniiiiiiiniiiiiieeens 63
Zdrojovy koéd 7.10: Vypocet standardnich odchylek...........cccooviieiiiiiiiiiiiiniiiiiiieees 63
Zdrojovy koéd 7.10: Vypocet standardnich odchylek...........cccooviieiiiiiiiiiiiiniiiieiieens 64
Zdrojovy kod 8.1: Kéd z MATLABuU, prvni varianta ZpraCovani...........cceceevereereeennens 90
Zdrojovy kod 8.2: Kéd z MATLABuU, druhd varianta zpracovani ............ccceeeeveeneeenene 90

Zdrojovy kod 8.3: Kéd z MATLABAU, tieti varianta Zpracovani..........cceceveevereeneeennens 91



Seznam zkratek

il 2 oI B ST < 1)

o~

> X EF O

c

> > =T Wy o

=S

S

Intenzita elektrického pole [V/m]
Magneticka indukce [T]
Nabla operator

Intenzita magnetického pole [A/m]

Proudova hustota [A/m?]
Permitivita vakua [F/m]
Cas [s]

Hustota naboje [C/m?]
Permeabilita [H/m]
Magneticka polarizace [T]
Laplacetiv operator
Vlnova funkce

Rychlost svétla [m/s]
Rychlost svétla ve vakuu [m/s]
Poyntingtiv vektor [W/m?]
Frekvence [Hz]

Opticka intenzita [W/m?]
VInova délka [m]

Vlnova délka svétla ve vakuu [m]
Faze [rad]

Vlnovy vektor

Index lomu

Konstanta pi

Uhlova rychlost [rad/s]
Polohovy vektor

Eulerovo ¢islo

Casovy posun [s]
Prostorovy posun [m]
Stupen koherence paprskil

Stupeii ¢asové koherence



Vs

S 2T & =T R
3

o <u

=<

Stupeii prostorové koherence

Stupeii polariza¢ni koherence
Polarizovatelnost [C-m?/V]

Dipdlovy moment [C-m]

Naboj [C]

Délka [m]

Pocet castic

Celkova molekulova hmotnost [g/mol]
Hmotnost malé ¢astice [g/mol]

Vlnovy vektor rozptylu

Diftzni koeficient [m?/s]

Stokestiv polomér [m]

Boltzmannova konstanta [J/K]

Teplota [K]

Viskozita [kg/m-s]

Autokorelacni funkce optické intenzity
Akumulovany modul

Ztratovy modul

Deoxyribonukleova kyselina
Dynamicky rozptyl svétla
Kvazielasticky rozptyl svétla
Fotonova korela¢ni spektroskopie
Charge-coupled device

Diftzni vlnova spektroskopie

Multi Speckle dynamicky rozptyl svétla
Multi Speckle diftizni vinova spektroskopie
Staticky rozptyl svétla

Fotonasobic¢

Ribonukleova kyselina

Extracelularni matrix

Polystyren



Metody zalozené na méteni dynamického rozptylu svétla se jiz dlouho uplatiiuji v charak-
terizaci polymernich systémil, nejen pro urceni velikosti ¢astic, viskozity a difuznich
koeficientl. Kromé téchto tradi¢nich aplikaci v§ak mohou tyto metody také efektivné
urcit, kdy v materidlu dochazi k jeho gelaci. Tyto metody poskytuji alternativu k
tradi¢nim rheologickym méfenim, coZ umoziuje analyzu bez pfimého kontaktu s mate-
ridlem. Znalost bodu gelace je klicova pro aplikace v primyslovych oblastech jako po-
travinafstvi, biomaterialy, 1€kaftstvi, elektronika a dalsi.

Hlavnim cilem této prace je sestavit vybrané metody dynamického rozptylu
svétla, pouzit je k analyze bodu gelace u polymernich materiald a zjistit, zda jsou
vysledky téchto méfeni relevantni a mohou byt povazovany za spravné.

Teoreticka Cast prace si klade za cil poskytnout ctenafi uceleny tvod do metod
dynamického rozptylu, vysvétlit zakladni optické jevy, principy rozptylu svétla a teorii
gelace. V zavéru se tato ¢ast bude vénovat vybéru vhodnych polymernich systémil pro
ovéteni funkEnosti metod.

V praktické ¢asti byly na zaklad¢ literarni reSerSe vybrany celkem tfi metody
méfeni, které byly aplikovany na zvolené polymerni systémy. Nejprve byla detailné
popsana aparatura a obecny postup méfeni. Déle byla vénovana pozornost popisu jed-
notlivych metod. Prvni dvé metody jsou zalozeny na analyze fluktuaci rozptylu svétla ve
vzorku, které byly zaznamenany pomoci kamery. Tteti metoda, byla zaloZena pouze na
meéfeni intenzity svétla prochazejicitho vzorkem. Byly pfedstaveny rizné piistupy k
vyhodnoceni namétenych dat, vcetné podrobného postupu analyzy dat v programu
MATLAB, a byly ukdzany dvé mozné varianty zpracovani dat.

V zavérecné Casti prace jsou diskutovany ziskané vysledky, které byly porovnany
a vyhodnoceny s cilem zjistit, zda jsou vybrané metody dynamického rozptylu svétla
vhodné pro analyzu bodu gelace, a pokud ano, tak které konkrétné. Tato evaluace ptispiva

k lep$imu porozuméni moznostem a omezenim téchto technik.
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Teoreticka cast

1 Svétlo

Elektromagnetické spektrum zahrnuje Sirokou skalu vinovych délek od radiovych vin az
po gama zafeni. Viditelné svétlo, mala ¢ast tohoto spektra, je jedinou ¢asti, kterou miize
lidské oko vnimat. Jeho vlnova délka se pohybuje od 380 do 750 nm. Tento rozsah od-

povida barvam svétla, které clovek vidi, od fialové po ¢ervenou (Zwinkels 2015).

\' R

Obrazek 1.1: Elektromagnetické spektrum viditelného svétla

Schopnost vnimat viditelné svétlo je vysledkem citlivosti oka na tento specificky rozsah
elektromagnetického zafeni (Zwinkels 2015). VInova délka viditelného svétla ma zasadni
vyznam pro rizné aplikace, od biologickych ucinkii riznych vinovych délek na kiizi a
DNA az po vyvoj technologii, jako jsou fotodetektory a solarni ¢lanky, které vyuzivaji

viditelné svétlo k pfeméné energie (Liu et al. 2018; Bresolin et al. 2020).

Svétlo je v kontextu klasické elektromagnetické teorie popsano jako specidlni ptipad el-
ektromagnetického vInéni, charakterizovaného dvéma vzijemné propojenymi
vektorovymi poli - intenzitou elektrického pole (E ) a magnetickou indukci (§ ), které jsou
funkcemi polohy a ¢asu. Sifeni svétla jako elektromagnetického vinéni je kliové pro

pochopeni mnoha jeho interakci s hmotou, zejména v souvislosti s optickymi jevy (Ddgen-

dal 2017).
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Obrazek 1.2: Sifeni elektromagnetické viny. Elektrické a magnetické viny kolmé viigi sobé i vii¢i
sméru §ffeni. Intenzita elektrického pole E osciluje pouze v jedné ose, fikame tedy, Ze se jedna o
vertikalni polarizaci, viz. kapitola 1.2. (@gendal 2017)

Pro popis svétla existuje celkem Sest skalarnich funkci, které se fidi Maxwellovymi rov-
nicemi. Tyto rovnice v zasad¢ definuji, jak na sebe elektrickd a magneticka pole vzajemné
pusobi a jak se $iii svétlo (Saleh a Teich 2019). Ve vakuu bez zdrojii maji Maxwellovy

rovnice nasledujici tvar:

Vxﬁzj)-i-eoa (1.1)

Prvni Maxwellova rovnice (zobecnény Ampériv zakon)

_ 0B
VXE——E (1.2)

Druha Maxwellova rovnice (zakon elektromagnetické indukce)

& (1.3)

Tteti Maxwellova rovnice (Gaussiiv zakon elektrostatiky)

V-B=0 (1.4)

Ctvrta Maxwellova rovnice (zakon spojitosti indukéniho toku)
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Kde E je vektor intenzity elektrického pole, B je vektor magnetické indukce, H je vektor

intenzity magnetického pole (definovan vztahem H= #E - M ), M je vektor magnetické
0

polarizace (ve vakuu M= 0), J je vektor proudové hustoty, p je hustota naboje a konstanty
g ~ (1/36m) - 107° F/m (permitivita vakua), o =4m-10"7 H/m (permeabilita

vakua).

Zasadni roli v popisu Sifeni svétla hraje vlnova rovnice, kterd plyne z Maxwellovych rov-

nic (Saleh a Teich 2019).

Au————=0
u Co? Ot2 (1.5)
VInova rovnice (ve vakuu)

Kde

1

v/ €olo

Rychlost Sifeni svétla ve vakuu

Co = ~ 3:108m/s

(1.6)

Pii méfeni pomoci metod dynamického rozptylu svétla (DLS) je klicovym parametrem
intenzita rozptyleného svétla. Ta se s Casem méni a tuto zménu charakterizuje tzv. Casova
autokorelacni funkce (viz. dale). Proto je dtlezité pochopit, jak je mozné intenzitu svétla

popsat.

Pro popis intenzity svétla se zavadi Poyntingiiv vektor S. Je definovan jako vektorovy

soucin intenzity elektrického pole Ea intenzity magnetického pole H (Saleh a Teich

2019):
S=ExH (1.7)

Poyntingtiv vektor
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Poyntingiiv vektor popisuje tok energie elektromagnetického pole, je kolmy k vektortim
elektrického a magnetického pole a smér Poyntingova vektoru uréuje smér pohybu toku
energie. Opticka intenzita I (1, t), kterd predstavuje tok energie jednotkou plochy kolmou
na Poyntingliv vektor, je rovna velikosti ¢asové primérované¢ho Poyntingova vektoru

(Saleh a Teich 2019).

Monochromatické svétlo (tj. mé pouze jednu vinovou délku 4), které je linedrné polari-
zované (polarizace vysvételna v kapitole 1.2), 1ze popsat nasledujici rovnici (Dgendal

2017):
E(x,t) = Ey cos(2m f(t — x/c) + @) (1.8)

kde f je frekvence svétla, c je rychlost svétla a E, je amplituda slozky elektrického pole

svétla. Velikost ¢ je konstanta oznacujici fazi v case t = 0 a misté x = 0. Rovnici 1.8

déale mizeme zjednodusit zavedenim vinového vektoru k, jehoz orientace miii ve sméru
Siteni a jehoz velikost je (tamtéz):

7l = 2nn
k=3 (19)

kde A, je vlnova délka svétla ve vakuu a n je index lomu prostiedi. Dale definujeme

uhlovou rychlost w

w = 2nf (1.10)

Misto soufadnicové slozky x zavedeme polohovy vektor 7* a rovnici 1.8 miizeme piepsat

do obecného tvaru:

E@t) = Eycos f(wt —k -7+ @) (1.11)

Intenzita svétla je definovana casovym primérem ctverce elektrického pole (tamtéz):

Io(x) = goc(E2(x, t)) (1.12)

kde &, je permitivita vakua a c je rychlost svétla.
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KdyZ do vztahu 1.12 vlozime vztah pro E 1.11, dostaneme:
Io(x) = £9cEy*(cos?(wt — k - 7)) (1.13)

Priméra hodnota cos?(wt — k- 7) vypoétena za jeden cyklus je rovna % a pro typicky
HeNe laser je w ~ 3-10'° rad/s. Pii pouziti velmi kratkého ¢asového intervalu pro
primérovani, napiiklad jedné nanosekundy, by v praxi zahrnovalo primérovani pies
ptiblozné ptl milionu cykli. To znamena, Ze i kdyz tento kratky interval nezahrnuje Gplny
pocet cykli, vysledna hodnota by se stale velmi blizila hodnoté % Z toho vyplyva, Ze pro

typicky HeNe laser se vztah mtze upravit a nasledné bude vypadat takto (Qgendal 2017):

1
lo(x) =5 €cEy” (1.14)

1.2 Polarizace svétla

Dale zavedeme pojem polarizace, nebot’ u metod DLS se jako zdroj pouziva polarizované
svétlo (laser), aby bylo mozné analyzovat pohyb castic ve vzorku, a intenzita rozptylen-

¢ho svétla ve vzorku je polarizaci zasadné ovlivnéna.

Polarizace svétla je jev, pfi kterém vektory intenzity elektrického pole E ve svételném

paprsku maji urcity preferovany smér. Zatimco nepolarizované svétlo ma vektory E ori-
entované ndhodné v riznych smérech v rovin€ kolmé na Poyntingliv vektor (smér $ifeni),
polarizované svétlo je charakterizovano tim, Ze tyto vektory maji v roviné protinajici

svazek svétla konzistentni orientaci (Peatross a Ware 2023).

2 2 7

Linearni \’\Kruhové + Elipticka

Obrazek 1.3: Druhy polarizace (Nave, R [b.r.])
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Svétlo mize vykazovat rizné formy polarizace. Pokud elektrické pole kmita v roving,
iika se, ze svétlo je linearné polarizované. Pripadné pokud se elektrické pole pfi Sifeni
rovinné viny spiralovité staci, oznacuje se to jako kruhova nebo eliptické polarizace. Po-
larizaci svétla mohou ovlivnit zafizeni, jako jsou polarizatory a vinové desky (Peatross a

Ware 2023).

Pii DLS pozorujeme tzv. specklové pole (viz. dale), které ukazuje, jak spolu svétlo
rozptylené na jednotlivych ¢asticich interferuje. V nékterych ¢astech se svétlo navzajem
vyrusi (vznikne tmavé misto ve specklovém poli), v jinych ¢astech naopak vzniknou jasné

¢asti pole. To je zptsobeno interferenci svétla.

Pod pojmem interference rozumime sklddani jednotlivych vin svétla. Kdyz nas-
tane situace, ze se potkaji dvé nebo vice vin, které¢ v ptipadé¢ dvou vin oznacime jako
E,(7,t) a E, (%, t), vysledna svételna vlna vznikne jako soudet jednotlivych vin (Maly

2020):
E(#t) = E, (7 t) + E5 (7, t) (1.15)

To je dano principem superpozice, ktery vychazi z linearity vinové rovnice. Jako disledek
interference se ale princip superpozice nevztahuje na intenzitu svétla (Saleh a Teich

2019):
I#1+1, (1.16)

Pokud budeme mit dvé monochromatické viny, jejichz komplexni amplituda je E;(r) a
E,(r), jejich sloZzenim dostaneme vztah 1.15 diky principu superpozice. Intenzity jed-

notlivych vin jsou uréeny jako I; = |E;|?> al, = |E,|? Celkova intenzita sloZzeného vInéni

je tedy (tamtéz):

I =|E|* = |E; + E;|* = |E|* + |E2|* + E{"Ep + E{Ey” (1.17)
kde * zna¢i komplexni sdruzeni. Do rovnice 1.17 vlozime substituci E; = /1, - e!¥1 a
E, = /I, - e'*2, kde ¢, a ¢, oznacuji fazi vin.
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Dostaneme tzv. interferencni rovnici (tamtéz):
1211+12+2 1112COS(p (1 18)
kde

Q=0 — P (1.19)

Podle fdzového rozdilu ¢ muze dojit ke konstruktivni nebo destruktivni interferenci:

Amplituda

Amplituda

Amplituda

Obrazek 1.4: Konstruktivni a destruktivni interference podle fazového rozdilu (Gao 2019)

V experimentech DLS pozorujeme tzv. specklové pole (viz. kapitola 3.3.). To vznika jako
interference mezi elektrickym polem rozptylenym casticemi. Elektricka pole ¢astic, 0z-
naCenych napf. jako j a k, pozorovana na detektoru, maji faze @; a @,. V mistech, kde
jsou elektricka pole ve fazi, dochazi k jejich konstruktivni interferenci, coz vytvaii jasné
body nazyvané speckly. Naopak, kdyz jsou tato elektrickd pole v protifazi, dochazi k
destruktivni interferenci, coZ ma za nasledek tmavé oblasti pozorované mezi speckly

(Dgendal 2017).
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Specklové pole se v ¢ase méni v disledku Brownova pohybu ¢&astic, diky kterému se
neustdle méni rozdily fazi (¢; — ¢y). Velikost speckll je nepfimo umérna priméru
pouzitého laserového paprsku v experimentu: mensi primér laserového paprsku vede k

veétsim specklim (Qgendal 2017).

Obrazek 1.5: Specklové pole (Foto autora).

1.4 Koherence svétla

Koherence svétla se tyka korelaci existujicich v riznych ¢astech svételnych vin, tj. sou-
vislost jejich faze a amplitudy. Koherenci svétla 1ze rozdélit na dva hlavni typy: ¢asovou

koherenci a prostorovou koherenci (Peatross a Ware 2023).

Casova koherence se tyka korelace mezi ¢asoveé posunutym vinénim, ozna¢ovanym jako
E(7,t) a E(7,t + 1), kde 7 piedstavuje Casovy posun. Prostorova koherence se naproti
tomu zabyva korelaci prostorové posunutym vlnénim, oznafovanym jako E(7,t) a

E(# + A7, t) kde A7 predstavuje prostorovy posun (tamtéz).

ProtoZe v praxi jsou oscilace svétla pfili§ rychlé na to, aby je bylo mozné piimo zméfit,
opticka koherence se Casto studuje pomoci interferenénich metod. Ty funguji na principu
kombinace svétla z rtiznych casti svételného vinéni (Casoveé nebo prostorové posunuté)
za ucelem pozorovani interferenc¢nich obrazcl na detektoru. Pokud je interference kon-
stantni a vinéni interferuje bud’ konstruktivné nebo destruktivné, fikdme, ze ma vinéni
vysoky stupeii koherence (Peatross a Ware 2023). Mezi zdroje koherentniho vinéni patii
lasery a masery. Pokud naopak interference konstatni neni a v ¢ase se neustale méni, poté

o vinéni mizeme tvrdit, Ze koherentni neni (Deng a Chu 2017).
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Mezi interferen¢ni metody, ze kterych je mozné urcit Casovou koherenci svétla, patii Mi-
chelsontlv interferometr. Prostorova koherence se da urcit z Youngova dvojstérbinového

experimentu (Peatross a Ware 2023).

Pokud bychom pfi méfeni metodami dynamického rozptylu svétla pouzivali nekoherentni
zateni, nemohlo by nikdy vzniknout specklové pole. To souvisi i s polarizaci probiranou
v kapitole 1.2., kdy pokud bychom m¢li svétlo s navzajem kolmymi polarizacemi, také

by spolu nemohl interferovat a specklové pole by nevzniklo.

Kdyz nasledné zahrneme do interferencni rovnice 1.18 koherenci, ziskdme interferencni

rovnici pro vypocet intenzity svétla dvou redlnych paprski:

kde veli¢ina y predstavuje tzv. stupenl koherence paprskil a pohybujese od 0 <y < 1.Je
slozen z dil¢ich stupiiii jednotlivych koherenci y = y,¥s¥,, kde y; znaci stupeii casové
koherence, y; stupefi prostorové koherence a y,, znaci stupefi polariza¢ni koherence (Ku-

béna [b.r.]).
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2 Rozptyl svétla

Rozptyl svétla je proces, ke kterému dochazi pfi interakci svétla s ¢asticemi. Je to jev,
ktery 1ze popsat pomoci ¢asticového i vinového modelu svétla. K rozptylu mize nekdy
dojit, aniz by se zménil smér svétla, coz zpochybiiuje zjednodusenou predstavu, ze svétlo
musi na ¢astici "dopadnout" a pak se od ni "odrazit". Tato interakce tvoti zaklad riznych
technik rozptylu svétla a ma zdsadni vyznam pro pochopeni chovani svétla pfi jeho Sifeni

riznymi médii (Dgendal 2017).

Vyuziti svétla jako néstroje pro zkouméni vlastnosti ¢astic méa bohatou historii,
prvotnim vyzkumiim v této oblasti se vénovali v€dci jako Tyndall, Rayleigh a pozd¢ji
Debye. Tyto rané studie polozily zéklady toho, co se pozdé&ji stalo statickym rozptylem
svétla (SLS). SLS vychazi z pozorovani, Ze ¢ast svétla se pii prichodu roztokem obsahu-
jicim ¢astice rozptyli do vSech smért. Podle druhu roztoku se mnozstvi rozptyleného
svétla 1isi. Napf. u mléka je naprosta vétSina svétla rozptylena (nebo absorbovana) tu-
kovymi kulickami a kaseinovymi micelami, a tudiz se mléko jevi jako neprihledné.
Naopak roztoky, u kterych vétSina svétla projde skrz a jen mala ¢ast je rozptylena, se jevi

jako priihledné (Dgendal 2017).
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Obrazek 2.1: Rozptyl svétla zpsoben tukovymi a kaseinovymi ¢asticemi v mléku (Gastélum-Bar-
rios et al. 2020)

Rozptyl svétla mé rozsahlé uplatnéni v riznych oblastech. V biologii se rozptyl
svétla bézné pouziva k méteni velikosti a hustoty bunék v suspenzi. Méfenim intenzity

rozptyleného svétla mohou védci ziskat informace o primérné velikosti a tvaru bunck
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(Bronk et al. 1992). V materidlovych védach se rozptyl svétla pouziva ke studiu optickych
vlastnosti materiald, jako je jejich index lomu a drsnost povrchu (Chylek et al. 1983;
Vorburger et al. 1984). Analyzou vzorctl rozptylu svétla mohou védci ziskat poznatky o
struktufe a slozeni materidlti (Vorburger et al. 1984). Rozptyl svétla se vyuziva také v
oblasti optiky, kde hraje klicovou roli pfi navrhu a charakterizaci optickych zatizeni (Xu
2003). Pochopenim toho, jak se svétlo rozptyluje v riiznych prostfedich, mohou
vyzkumnici optimalizovat vykon optickych systémi a vyvijet nové technologie (Ddgendal

2017).

Vztah mezi intenzitou rozptyleného svétla a molekulovou hmotnosti ¢astic je
klicovym pojmem v rozptylu svétla. U malych castic, kde jsou fazové rozdily svétla
rozptyleného z riznych Casti Castice zanedbatelné, je intenzita rozptyleného svétla
umérna ctverci molekulové hmotnosti. K tomuto vztahu se mizeme dopracovat

nasledujicim postupem (Dgendal 2017):

Molekula

Obrazek 2.2: Pokud se molekula, ktera je podstatné mensi nez vlnova délka svétla, setka se svétlem
polarizovanym v xz roving, dojde k tomu, Ze elektrické pole tohoto svétla indukuje oscilaci elektront
uvnitf molekuly. Tento jev pretvaii molekulu v oscilujici dipol, ktery nasledné emituje zaieni ve vSech
smérech. Intenzita tohoto emitovaného zéafeni se 1isi v zavislosti na uhlech ¢ a 0, které uréuji smér

emise (Dgendal 2017).

Intenzita elektrického pole E s,1(7) rozptyleného svétla na jediné Castici ve vzdalenosti r

od molekuly je dle elektromagnetické teorie popsana jako (dgendal 2017):
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Es,l (r) =Ey- (”ars/li?(p) cos(wt — I_c)F) (2.1)

S vyuzitim vztahu 1.12 ziskdme vztah pro intenzitu rozptyleného svétla:

2, m?a? sin? d) (2 2)

1
Ii1(r) = EEOCEO 24

Po aplikaci vztahu 1.16 a uvahou, ze ve vétsin¢ pfipadl je detektor rozptyleného svétla

umistén v roviné xy a tedy thel ¢ = 90°, ziskame:
2,2
1) =157 (2.3)

Ze vztahu vidime, Ze intenzita rozptyleného svétla je pfimo imérnd intenzit€ zdroje svétla
a nepiimo umérna ¢tverci vzdalenosti od rozptylujici ¢astice. Veli¢ina a znaci tzv. polar-
izovatelnost Castice nebo molekuly. Z obrazku 2.3 lze tivahou dojit k tomu, Ze a zavisi
na "velikosti" molekuly (tedy objemu nebo molekulové hmotnosti). Lze to demonstrovat
pomoci dvou malych ¢astic, kde kazdd ma polarizovatelnost a;. Umisténim ¢astic vedle
sebe dosdhneme celkového dipolového momentu u = (2Q)-d, zatimco jejich
umisténim za sebou ziskame dipélovy moment u = Q - (2d). V obou ptipadech je
vysledny dip6lovy moment dvojnasobkem dipolového momentu jednotlivé castice. To je
mozné zobecnit i pro n ¢astic umistnénych vedle sebe, které budou mit dipélovy moment

U = n-uq, ptiCemz slozena Castice ziska vyslednou polarizovatelnost ¢ = na;.

: 1 +300V
[Tl
-0 -0
E }ﬁ Y 0
0 +Q! } EQ
J J ] o
IV v \ 4 4 v v VI _300V

Obrazek 2.3: Ilustrace elektrickych dipolt (¢astic) mezi dvéma nabitymi deskami, zobrazujici

vytvoteni dipolového momentu (Jgendal 2017).
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Vime, ze n = Mﬂ, kde M je celkova molekulova hmotnost a M; je hmotnost malé ¢astice,
1

7 r . a v , v , . .
ziskame vztah pro polarizovatelnost a = M—l + M Kdyz nasledn¢ upravime rovnici 2.3,
1

dostaneme finalni vztah (@gendal 2017):

2 2
[1(r) = Iy " 5 M? (2.4)

TZA4M12

Z tohoto vztahu je vidét, Ze intenzita rozptyleného svétla I ; () je tmérna Ctverci mole-
kulové hmotnosti M2. Tento vztah je zakladem pro pochopeni toho, jak Ize rozptyl svétla
pouzit k méteni velikosti a hmotnosti ¢astic. Tento popis mé ale omezeni, prestava totiz
platit v pfipadé, kdy je velikost molekul vyrazné pievysuje vinovou délku svétla, nebot’

takové molekuly nemaji pfesné definované stavy polarizace (tamtéz).
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rozptylu. Tento vektor je odvozen z vlnového vektoru K, ktery urcuje smér Sifeni svétla.

Velikost vinového vektoru |E|, neboli vlnové Cislo, bylo jiz zavedena v rovnici 1.9. a

odpovida |I_c) | = 2:—"
0

Kdyz foton s vlnovym vektorem Ein narazi na ¢astici a je rozptylen, vinovy vektor se

zméni na Eout Vektor rozptylu je pak definovan jako rozdil ¢ = Eout - Ein (Dgendal

2017).

-
-
in k in
ANANAANANNN
AN AVARA AW . -

sl YA ATEFRCE!
IRYRAVRVAYAYAYAIAYAY
VvVVvVVvVVvVvVVvVVVV

an
Ry

out

Obrazek 2.4: VIinové vektory Ein a Eout a jejich vztah k vektoru rozptylu ¢ (@gendal 2017).

Nasledné je mozné vypocitat i velikost vektoru |G|. Z obrazku 2.5 vidime, ze ¢ = 2a, kde

. 0 r ovr 27Tn
a=k- sin- a vlnové ¢&islo k = -
0
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41n sin 0
Ao 2°

Velikost vektoru rozptylu se tedy rovna q =

Obrazek 2.5: Vypodet délky rozptylového vektoru § (@gendal 2017).

Zkoumanim vektoru rozptylu mohou védci ziskat informace o velikosti a struktute
rozptylenych ¢astic, protoze obsahuje informace o zménach sméru a faze rozptylené¢ho

svétla (@gendal 2017).
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3 Metody dynamického rozptylu svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), znamy také jako kvazielasticky rozptyl svétla (QELS)
nebo fotonova korelacni spektroskopie (PCS), je technika, ktera vznikla v roce 1964. Od
poloviny sedmdesatych let se stala stidle popularnéjsi, zejména diky technologickému
pokroku. DLS vyZzaduje vysoce monochromaticky, intenzivni a koherentni zdroj svétla,
obvykle laser, ktery byl vynalezen v roce 1960. Detekcni systém musi byt dostatecné

citlivy na detekci jednotlivych fotonil a dostatecné rychly na zpracovani signali, coz Cini

24
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Obrazek 3.1: Hypoteticky piiklad aplikace DLS na dvou vzorcich (Jones 2010)

Existuji rizné metody dynamického rozptylu svétla, které byly vyvinuty za
ucelem rozsiteni jeho moznosti. Jednou z takovych metod je DLS s CCD (Charge-cou-
pled device) kamerou. Tato metoda vyuziva CCD kameru jako opticky plosny detektor k
potizovani snimkl rozptyleného svétla, coz umoziuje podrobnéjsi analyzu vzori rozp-
tylu. Metoda byla uspésné pouzita v rtiznych studiich, véetné stanoveni velikosti
nanocastic v koloidnich roztocich a zobrazovéani submikroskopickych pohybi v bunikadch

(Marakhova et al. 2016).

Dalsi metodou je Multi Speckle Diffusing Wave Spectroscopy (DWS), coz je var-

ianta dynamického rozptylu svétla, ktera dokaze méfit faktor dynamické struktury geli
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vzniklych agregaci koloidi. Metoda je zvlasté u€¢inna pii studiu pomalé relaxace a dy-
namiky zavislé na ¢ase. Poskytuje informace o dynamice rozptylujicich castic a lze ji

pouzit ke studiu Siroké Skaly systém, véetné biologickych vzorkl (Viasnoff et al. 2002).

Termostat

Optické
vldkno

l
& ||/
— =2 =
\

Polarizator ~ Vzorek | Polarizator

He e

Obrazek 3.2: Schéma aparatury pro DWS (Scheffold et al. 2004)

PMT

Celkové je dynamicky rozptyl svétla univerzalni technikou, kterd umoziluje
charakterizovat velikost a dynamiku castic v roztoku. M4 vyuziti v riznych oblastech,
vcetné biomedicinskych véd, materidlovych véd, chemie a biologie. Riizné metody dy-
namického rozptylu svétla, jako je DLS s CCD kamerou a Multi Speckle DWS, nabizeji
roz$ifené moznosti pro podrobnéjsi analyzu rozptylovych vzort a studium pomalé relax-

ace, respektive dynamiky zavislé na Case.

3.1 Metoda DLS

Dynamicky rozptyl svétla (dale DLS) méti fluktuace intenzity rozptyleného svétla zptiso-
bené Brownovym pohybem ¢astic ve vzorku. Analyzou autokorela¢ni funkce rozptylen-
¢ho svétla lze ziskat informace o velikosti a dynamice ¢astic a bézn¢ se pouziva ke stano-

veni distribuce velikosti malych ¢astic v submikrometrové oblasti. (Stetefeld et al. 2016).

Uspotradani pro méfeni DLS se mize podobat tomu u tzv. SLS (staticky rozptyl
svétla), ale ma nékolik zasadnich rozdilt. Laserovy paprsek je pii DLS fokusovéan na
pramér pfiblizné 1/10 mm a rozptylené fotony jsou detekovany fotondsobicem (PMT).
Tyto detektory jsou schopny zachytit nepatrné fluktuace intenzity rozptyleného svétla,

které jsou nezbytné pro stanoveni difuzniho koeficientu ¢astic (@gendal 2017).
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Zatimco SLS méii intenzitu rozptyleného svétla pod riznymi thly, ¢asove
pramérovanou v délce piiblizné 1 s a vice, aby bylo mozné ziskat informace o molekulové
hmotnosti a velikosti, DLS mé&fi dlouhé ¢asové fady stfedni intenzity rozptyleného svétla
ve velmi kratkych intervalech (fadoveé 100 ns). To umoziiuje DLS zachytit ¢asové fluk-
tuace intenzity rozptylu, coz poskytuje informace o difuznim koeficientu nebo velikosti

molekul (tamtéz).

PC
Autokorelator [:]
& —

Pinholes ——» \.7
SN

X Zobrazovaci ¢ocka
Fokusac¢ni ¢ocka BN

Vzorek

Obrazek 3.3: Uspotadani aparatury pro méfeni dynamického rozptylu svétla (DLS). Detekce probiha
prostfednictvim nékolika pinhold, pfi¢emz nejmensi z nich je umistén nejblize detektoru. Jejich
pramér bézné ¢ini 100 az 200 mikrometrti (@gendal 2017).

Hlavnim cilem experimenti DLS je zméfit difuzni koeficient molekul v roztoku, ktery
lze nésledné pouzit k nepfimému urceni velikosti ¢astic. Tuto velikost, tzv. Stokestiv
polomér mizeme ziskat pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice, kterd definuje vztah mezi
difiznim koeficientem molekul D a jejich polomérem r (@gendal 2017):

__ kpT
- é6nnr

3.1)

T je teplota suspenze, 1 je viskozita a kg = 1,38 - 10723 ] - K~ je Boltzmannova kon-
stanta. Zméfenim koeficientu difiize a pouzitim tohoto vztahu Ize tedy vypocitat Stokestv

polomér Castic (tamtéz).

Pokud se intenzita rozptylené¢ho svétla méni rychle, znaci to velky difuzni koeficient (a
tedy malé ¢astice), naopak pomalu se ménici intenzita znaci maly difuzni koeficient (tudiz

velké Castice).
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Obrazek 3.4: Schéma zobrazujici postup ur¢ovani difuznich koeficientii z autokorela¢nich funkei

(Norlab 2021)

V praxi vyZzaduji méfeni pomoci DLS a pfibuznych metod peclivou piipravu vzorku.
Prach a agregovany material mohou vyznamné ovlivnit vysledek méteni, a proto je tfeba
byt u ptipravy vzorkl peclivy, abychom ho nekontaminovali. Jen tak je mozné ziskat

pfesna méefeni (tamtéz).

3.2 Metoda Multi Speckle DLS (MSDLS)

Metoda DLS, probirand v kapitole 3.1, je Siroce pouzivand technika pro studium dy-
namiky a distribuce velikosti ¢astic v roztoku. Tradi¢n€ se méteni DLS provadéji pomoci
fotonasobice (PMT) jako detektoru. Pro ziskdni co nejptesnéjSich vysledkd je u
klasického DLS nutné ¢asové primérovat vystupy z autokorelatoru (Cipelletti a Weitz
1999). Uvadi se, ze Casové primerovani by mélo byt 1 az 10 000 krat delsi, nez je samotny
Casovy interval méfeni. To by vSak znamenalo, Ze u vzorkd, které maji ¢asovy interval v

fadu jednotek az desitek sekund, by méfeni muselo trvat né€kolik hodin az dni, aby bylo
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mozné ziskat dostate¢né casové primérovani autokorela¢ni funkce a tim dobrou statis-
tickou presnost. Kvili témto dlouhym ¢astim je béZznou DLS mozné méfit pouze statické
vzorky které jsou v rovnovaze a jejich dynamika musi byt dostate¢né rychlé na to, aby-

chom méfeni mohli v rozumném cCase provést. (Wong a Wiltzius 1993).

Tento bézny zpiisob méteni tedy neni z diivodu ¢asové narocnosti mozny u tzv.
neergodickych vzorkii, u kterych neplati rovnost mezi primeérovanim autokorelacni
funkce v Case a primérovanim souboru vice autokorelacnich funkci (ensemble averag-
ing). To plati i pro systémy vzorkd, které vykazuji pomalou dynamiku a u kterych je
Casovy interval pro primérovani piili§ dlouhy. Jako ptiklad takovych systémt jsou ko-

loidni skla nebo polymerni a koloidni gely (Cipelletti a Weitz 1999).

Nedavny technologicky pokrok v§ak umoznil pouzivat v experimentech MSDLS
jako detektory CCD kamery s nabojovou vazbou. CCD kamery maji pfi méfeni DLS
oproti PMT n¢kolik vyhod. Jednou z vyhod je jejich schopnost méfit soucasné rozptyl
svétla pii vice thlech rozptylu, coz umoziuje komplexnéjsi analyzu vzorku. U problem-
atickych vzork, kde by bylo ¢asové primérovani béznym DLS pfili§ dlouhé, se ptidanim
CCD kamery umoznilo tyto ¢asy zkratit. Vzhledem k tomu, Ze je mozné méfit rozptyl pfi
vice thlech simultanné a tyto méfeni jsou mezi sebou statisticky nezavislé, vyrazné se
zlepSuje statistickd pfesnost a snizuje celkovy cas potiebny pro experiment. Zaroven
MSDLS umoziuje ptimé souborové (ensemble) primérovani, a tedy moznost zkoumani
neergodickych vzorki. Kromé toho maji CCD kamery ve srovnani s PMT $ir§i dynam-
icky rozsah, coz umoziuje detekci slabych i silnych signalt rozptylu. CCD kamery maji

také vyssi prostorové rozliSeni, coz miize byt vyhodné pro zobrazovaci aplikace (tamtéZz)

zdroj svétla

rozptylené svétlo
Castice @

Specklové pole

Obrazek 3.5: Princip MSDLS (Xu et al. 2015).
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Pii pouziti CCD kamery v experimentech MSDLS pozorujeme skvrnity obrazec,
ktery vznikd osvétlenim vzorku laserovym paprskem — tzv. specklové pole. Rozptylené
svétlo je pak zachyceno CCD kamerou, kterd zaznamenava kolisani intenzity speck-
lového obrazce v ¢ase. Tyto fluktuace intenzity se pak analyzuji, aby se ziskaly informace

o velikosti a dynamice ¢astic ve vzorku (Cipelletti a Weitz 1999)

Obrazek 3.6: Specklové pole (Foto autora).

Intenzita rozptyleného svétla v specklovém poli se méfi jako funkce ¢asu I = (g, t) pro
jeden pixel, kde je vlnovy vektor rozptylu ¢ nasledné vyuzity k vypoétu ¢asové autoko-

relacni funkce optické intenzity (Wong a Wiltzius 1993):

92(q, ) ={l(q,)I(q,t + 1)) (3.2)

- = 9 w7 Id 4 . . A r
kde g = |q| = 4"711- sin— znadi rozptylovy vlnovy vektor, n je index lomu prostiedi,

A vilnova délka svétla a 8 thel mezi dopadajicim a rozptylenym svétlem. Wong a Wiltzius
méfili intenzitu [ = (¢, t) pro vice vinovych vektort rozptylu ¢ soucasné, v pozdéjsich
studiich se uz tento princip nevyuzival a tak v naSem experimentu naopak svétlo uzce

omezime a budeme méfit pouze pro jeden vlnovy vektor rozptylu g.

Tento inovativni pfistup s metodou MSDLS muze slouzit k mnoha aplikacim
zahrnujici méfeni s nizkou intenzitou, jako napf. rentgenova korelacni spektroskopie

(Wong a Wiltzius 1993).
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3.3 Metoda DWS

DWS (Diffusing Wave Spectroscopy) je opticka metoda, kterd rozSifuje standardni
metodu DLS. Zatimco u béZzného DLS je nutné, aby byly vzroky pro svétlo témét
prithledné a timpadem i roziedéné, DWS zvladne méfit i vzorky se silnym vicendsobnym

rozptylem a velmi koncentrované (Scheffold et al. 2004).

Dochazi zde totiz ke dvéma zakladnim aproximacim. Prvni se tyka samotného
prichodu svétla skrze vzorek. V situacich, kdy se kazdy foton mnohonasobné rozptyli,
pfipomina jeho trajektorie tzv. ndhodnou prochazku. Nejjednodussi zptsob, jak tento d¢j
popsat, je prostiednictvim difuzni aproximace. U této aproximace se piehlizi interference
svétla, protoze se z pozorovani piedpoklada ze rozptyl svétla neni dostatecné intenzivni,
aby doslo k lokalizaci svétla z ndhodného rozptylu. Misto toho se na d¢j divame tak, ze u

intenzity rozptylené¢ho svétla dochazi k difuzi (Weitz a Pine 1993).

Druhé aproximace se tyka toho, jak dynamika rozptylujicich ¢astic ovliviuje fazi
svétla. Vzhledem k tomu, Ze kazdy foton se ve vzroku mnohonasobné rozptyli, jednotlivé
rozptyly svétla nejsou tak dalezité. Misto toho je kazdy jednotlivy rozptyl svétla povazo-
van za prumér vSech rozptylt svétla, pficemz z difuzni aproximace ziskdme celkovou
drahu trajektorie, ze které zjistime pravé pocet téchto primérnych rozptyli svétla, které
ovliviluji jednotlivé trajektorie. Diky temto dvéma aproximacim miZzeme pro DWS

snadné&ji vypocitat autokorelacni funkci (Weitz a Pine 1993).

Tato metoda je zvlasté uzitecnd pro zkoumani vlastnosti tekutych a pevnych mé-
dii, v¢etné Siroké skaly materiald od gelli Castic a biopolymerh az po koncentrované

roztoky povrchové aktivnich latek (Scheffold et al. 2004).
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Obrazek 3.7: Uspotadani aparatury pro DWS (Kim a Pak 2010)
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Podobné jako u DLS se u DWS méfi intenzita pomoci autokorelacni funkce. Z konceptu
diftizniho transportu svétla ziskame autokorelacni funkce, které jsou zavislé na experi-

mentalni geometrii (Pine et al. 1988):
g (D) —1=\I®OIt+1) /(-1 (3.3)

Odtud lIze vyjadfit stfedni kvadratickou fluktuaci (mean square displacement) Castice.

Cely vztah poté vypada takto (Scheffold et al. 2004):

2

g2(1) —1= U ds P(s) exp(—(s/1")k*(Ar? (1)) (3-4)

2nn . ;o “ T . “
kde k = — Je vlnové cislo svétla v prostiedi a indexu lomu n. P(s) oznacuje prav-

dépodobnost, ze svétlo ve vzorku urazi drahu o délce s a spocitd se pomoci difiznich
modelll a experimentdlné zméfené geometrie. [* oznacuje primérnou délku jednoho
kroku trajektorie nahodné prochazky fotonu, ktera se zjisti pomoci rozptylovych vlast-

nosti jednotlivych ¢astic a jejich koncentraci (Scheffold et al. 2004)

Novym pfistupem v DWS je tzv. dvoubunééna metoda, kterd na rozdil od DLS
umoziuje studium neergodickych systémt. Uspotadani aparatury u méfeni vypada tak,
ze se pouziji dvé oddélené kyvety umisténé u sebe, kde prvni kyveta obsahuje samotny
vzorek (ktery mize byt ergodicky nebo neergodicky gel) a druhd kyveta obsahuje er-
godicky systém s pomalou vnitini dynamikou, a slouzi k tomu, aby u vzorku probéhlo

spravné primérovani signdlu intenzity (tamtéz).

> AN A
L. 1 .

Vzorek Latexové kulicky
(gel) v glycerolu

Obrazek 3.8: Dvoubunécéna metoda (Scheffold et al. 2004).
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3.4 Metoda Multi Speckle DWS

Stejné jako DLS, tak i metodu DWS je mozné rozsifit vyuzitim CCD kamery. Ta se
nazyva Multi Speckle DWS (MSDWS) To umoziuje sledovat casové fluktuace intenzity
rozptyleného svétla na velké plose, nikoliv pouze jeden specklovy bod. Diky tomu se
vyrazné zkracuje doba sbéru dat, protoze v principu probihad vice DWS méteni soucasné.
U béZzného DWS je doba potiebna k shroméazdéni dat vyrazné delsi, nez typicka relaxacni
doba autokorelacni funkce. Toto pfestava platit, pokud se méfi s CCD kamerou

(Scheffold et al. 2004).

S Vzorek____ [~
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Laser oMo 5 it
- R ol
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( - Zpétné odrazeny Signal e
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Obrazek 3.9: Schéma Multi Speckle DWS (Brunel et al. 2006)

Hlavni omezeni MSDWS spociva v relativné nizkém casovém rozliSeni, které
CCD kamery nabizeji. Obvykle umoziuji zkoumani korela¢nich cast, 7, do pfiblizné 10
ms. Naproti tomu PMT dokazou méfit korelacni ¢as do 10 ns, coz ¢ini CCD kamery
nevhodnou volbou pro analyzu rychlych procesii ¢asto pozorovanych v experimentech
DWS. Kdyz se ale zkombinuje vySe popsana dvojbunécné technika a MSDWS, je mozné
vétSinu téchto omezeni prekonat (Scheffold et al. 2004).
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4 Gely abod gelace

4.1 Gely

Gely jako materidl jsou lidstvem vyuzivany jiz po stovky let. At uz se jedna o zelatinu,
vajecné bilky nebo ptirodni biopolymery, jako napt. agar6za nebo amyldza, s gely se
setkavame téméf kazdy den. Shibamaya uvadi piiklad, Ze si gel mizeme predstavit jako
"nadobu bez stén", protoze dokaze udrzet velké mnozstvi tekutiny s malym mnozstvim
¢astic zodpovédnych za tvorbu spojité sité. Gely nachazeji nové uplatnéni, napt. jako ab-

sorbanty vody, chemické reaktory a aktuatory atd. (Shibayama a Norisuye 2002).

Gely jsou vytvareny chemickymi nebo fyzikalnimi mechanismy roztokd molekul,
polymerti nebo koloidl, které mohou byt reverzibilni nebo ireverzibilni. Podle vazeb
délime gely na chemické a fyzikalni. Pokud dojde k naruseni takového roztoku, dojde k

jeho destabilizaci, coz vede k agregaci, tvorbé klusterti, polymerni sité a gelaci (Scheffold
et al. 2004).

Faze3 a4
Vzorek gelu Polymernt sit’
Faze 2 (tvorba gelu)
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Roztok monomeru
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Obrazek 4.1: Faze vzniku gelu (Shibayama a Norisuye 2002)

4.2 Bod gelace

Bod gelace oznacuje zménu u amorfnich materialti z kapalného do pevného stavu (sol-
gel ptechod). Tato zména je vyvoldna vznikem spojité sit¢ makromolekularnich fetézct.
KdyZ se materal blizi k bodu gelace, vnitini distribuce velikosti ¢astic se rozsituje. Pred

dosazenim bodu gelace je material schopny toku a relaxace, jakmile dojde ke gelaci,
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pohyb je mozny pouze tehdy, kdyz napéti nebo deformace presahnou urcitou kritickou

hodnotu (Winter 2016).

Hlavni rozdil mezi chemickymi a fyzikalnimi gely vyplyvéa z vazeb polymerni
sité. U chemickych gelt jsou kovalentni vazby povazovany za trvalé, s vyjimkou gelt,
které podléhaji vyznamnym reverznim reakcim. U fyzikalnich gell je polymerni sit’ spo-
jena pomoci fyzikalnich sil (van der Waalsovych, polarnich sil, vodikovych vazeb), které

naopak trvalé nejsou (tamtéz).

Chemicky zesitované polymery se dostanou do bodu gelace, kdyz se molekuly
zesituji do velkych klastrii prostiednictvim kovalentnich vazeb. Pfed dosaZzenim bodu
gelace je polymer v tekutém stavu a je rozpustny v dobrych rozpoustédlech (takova
rozpoustédla, ktera maji rozpustnostni parametry blizké parametrim polymerii. V tako-
vém rozpoustédle jsou ptitazlivé sily mezi segmenty polymerového fetézce slabsi nez sily
interakce mezi polymerem a rozpoustédlem). Po ptekroceni bodu gelace je polymer v
pevném stavu nerozpustny, pouze nepfipojené molekuly polymeru je stale mozné ex-

trahovat (tamtéz).

Na rozdil od chemickych gelt jsou fyzikalni gely definovany rstem fyzikéalné
spojenych agregatl, piricemz bodu gelace je dosazeno, kdyz se korela¢ni délka moleku-
larniho pohybu diverguje do nekone¢na. Fyzikalni gely a pfislusné vazby v polymerni siti
jsou ovlivnény faktory, jako je pH, hustota naboje, ptitomnost krystalickych casti atd.

Gely, jsou ovlivnény i zménou teploty jsou oznaovany jako termoreverzibilni (tamtéz).

Znalost toho, kdy dochézi u dané latky k sol-gel pfechodu a tedy bodu gelace, je
klicova v mnoha aplikacich. Bud’ se mu diky tomu mtzeme pfi préaci s polymerem zcela
vyhnout, nebo naopak vyuzit vlastnosti, které se v okoli bodu gelace projevuji. Mezi
praktické aplikace patii zpracovani gel, reaktivni zpracovani (s vyuzitim gelu jako in-
termedidrniho stavu) a pfi tvorbé novych polymernich latek, jako jsou lepidla, absor-
benty, porézni katalyzatory, materialy tlumici vibrace, membrany a koloidni skla. Mimo
oblast polymert hraje gelace kli¢ovou roli v primyslu, jako je technologie potravin, bio-

materialy, 1ékatsky primysl, vyroba elektroniky a rtizné spotiebni zbozi (Winter 2016).
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Obrazek 4.2: Porovnani fyzikalniho a chemického gelu (Aldaais 2023)

4.3 Meéreni bodu gelace

4.3.1 Klasické metody

Je vice moznosti, jak pristupovat k méteni bodu gelace. Jednim z nejjedodussich zptisobli
k jeho identifikace je méteni viskozity, neboli chovani toku. Tam mohou patfit metody
jako je technika naklonéné trubice a méteni padu kulicky, které se opiraji o pozorovani
rozdill v charakteristice toku v solu a nésledn¢ v gelu. Tyto metody vSak byvaji méné
pfesné pii zachazeni s viskdznéj$imi vzorky. Piesnéjsi urceni prahu gelace 1ze dosahnout
pomoci viskoelastickych méfeni. Obecné miizeme mluvit o reologickych métenich.

(Shibayama a Norisuye 2002).

Reologie zkouma, jak se materidly deformuji a tecou v reakci na aplikované vnéjsi sily.
Materidly lze na zéklad¢ jejich mechanickych charakteristik klasifikovat do tii skupin:
idedlni nevazky plyn, nestlaCitelnd vazkd (newtonskd) kapalina a izotropné elastické
(hookovské) téleso. Viskozita je v reologii kli¢ovym pojmem, jelikoZ pifimo charakteri-
zuje chovani tekutin a tedy i bod gelace. Kapaliny, u kterych je viskozita ur¢end New-
tonovym zakonem jako konstantni pomér mezi te€nym napétim a gradientem rychlosti,
jsou oznacovany jako newtonské. Newtonliv zdkon je definovan takto (Barnes et al.

1989):
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de—

T =

—nD 4.1)

kde 7 je tecné napéti tekutiny, n dynamicka viskozita, du zména rychlosti toku, dx zména
polohy te¢ném k sméru proudéni a D gradient rychlosti (rychlost deformace) (Barnes et

al. 1989).

Kapaliny, které se nefidi timto vztahem, oznafujeme jako nenewtonovské. Patii sem
napiiklad roztoky a taveniny polymeri nebo suspenze. Newtontiv zakon pro né¢ mizeme

zavést jako (tamtéz):

T=—n,4D (4.2)

kde 1,4 znaci tzv. zdanlivou viskozitu (ta je zavisla na te€ném napéti nebo rychlosti de-

formace).

Winter a kolegové ptedstavili inovativni piistup k identifikaci bodu gelace pomoci oscil-
acnich smykovych experimentll. V bod¢ gelace se akumulovany modul G'(w) a ztratovy
modul G"(w) za¢nou rovnat a rostou az k bodu w", coz znamena (Chambon a Winter

1985):
G'(w) = G"(w) ~ w* (4.3)

kde w je uhlova frekvence a u je viskoelasticky exponent. V soucasnosti je tato metoda

Siroce vyuzivana (Shibayama a Norisuye 2002).

4.3.2 Meéreni pomoci rozptylu svétla

Oproti reologickym metoddm bylo v minulosti povazovano za obtizné mé&fit bod gelace
v realném Case. S prubéhem c¢asu se vSak vyvinuly nové metody, a jedna z nejidedlnéjSich
se zacaly jevit pravé mefeni pomoci dynamického rozptylu svétla (Shibayama a Norisuye

2002).

Dynamicky rozptyl svétla je nedestruktivni metoda méfeni bodu gelace, coz znamena, Ze

meéteny vzorek neni poskozen a je mozné provadét experiment s jednim vzorkem
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opakované. Zaroven umoziuje méfeni dynamiky v okoli bodu gelace v redlném case v

chemickych i fyzikéalnich gelech (Winter 2016).

Na zéklad¢ méfeni intenzity rozptyleného svétla v snimaném specklovém poli z asové
autokorelacni funkce mizeme urcit difuzni koeficient, a z jeho zévislosti na teploté tak
nalézt samotny bod gelace. Podrobnosti o méteni pomoci metod DLS, MSDLS, DWS a
MSDWS byly jiz uvedeny v kapitole 3, proto se zde jiz neuvadi.
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5 Agaroza

5.1 Struktura agardzy

Pro nés vyzkum aplikovatelnosti metod dynamického rozptylu svétla byl jako idedlni ma-
teridl zvolend agardza, a to zejména kvili jejimu dobrému teoretickému popisu, jed-
noduchosti pfipravy a termoreverzibilnim vlastnostem. Agardza je ptirodni linearni pol-
ysacharid slozeny z opakujicich se jednotek agarobiosy, coz je disacharid tvoteny alter-
nujici B-D-galaktézou a 3,6-anhydro-a-L-galakt6zou ptes 1-4 vazbu. Podjednotky aga-
robiosy jsou spojené glykosidickymi vazbami. Toto molekularni usporadani agaréze dava
jeji charakteristickou Sroubovicovou strukturu, ktera hraje klicovou roli v jejich vlastnos-

tech gelace (Pérez et al. 1996).

OH OH o)
@)

4o 0 ﬁ\OH

OH HO

- = n

Obrazek 5.1: Strukturni vzorec podjednotky agarozy (Pérez et al. 1996)

Agardza, spolecné s agaropektinem, tvoii zakladni slozky agaru - ptirodniho polysacha-
ridu, ziskavaného z bunécnych stén uréitych motskych fas, jako jsou rody Gelidium a
Gracilaria, kde plni strukturdlni funkci. Agaréza je ve své Cisté formé polymerni latka
bez elektrického naboje, ale presto mize obsahovat piimési nabitych skupin, jako jsou

sulfatové a pyruvatové skupiny (Cammack et al. 2006).

5.2 Vlastnosti agarozy

Agardza se obvykle nachézi ve formé bilého prasku a skladuje se pti pokojové teplote.
Za bézné teploty neni rozpustna ve vodé, teprve pii zahtati nad urc¢itou teplotu dochézi k

rozvolnéni fetézcl agardzy, coz ma za nésledek jeji rozpustnost. Tato teplota, pii které se
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agardza zaCina rozpoustet, se 1isi v zavislosti na jejim typu, konkrétni vyrobni Sarzi a
mnozstvi agardzy piitomné v roztoku (Cammack et al. 2006).

Dle riznych zdroju se teplota tani agardzy typicky pohybuje od 85 °C do 95 °C.
Oproti tomu teplota tuhnuti (bod gelace) je mnohem niZsi, vétSinou mezi 35 °C az 42 °C.
Kdyz je dosazeno teploty tuhnuti, dochdzi k ptechodu z néhodného klubka na
uspofadanou Sroubovici, a agaréza se pieméni ze stavu solu na termoreverzibilni gel.
Termoreverzibilita oznacuje vlastnost gelu, kdy se po ohtéti nad specifickou teplotu (nad
teplotu tani) mize znovu pfeménit zpét na sol. Tento gel vznika diky vytvareni nekonecné
trojrozmérné sit¢ z agar6zovych vlaken, které se skladaji z agar6zovych Sroubovic. Jevu,
kdy teplota tuhnuti a teplota tani neni stejnd, se fiké hystereze. U agardzy je pozorovana

hystereze pfictena shlukovani Sroubovic (Normand et al. 2000).

Stav gelu | }

Stav solu L < .

26 32 38 44 50 56 62 58 74 80 86 90 92 98 104 110
Teplota (°C) 1)

Obrazek 5.2: Jednoduché znazornéni hystereze (Ramos et al. 2017)

Hodnota relativni molekulové hmotnosti agar6zy se pohybuje od 80 000 do 140 000, v
zavislosti na tom, zda se jedna o variantu s nizkou nebo vysokou molekulovou hmotnosti

(Rochas a Lahaye 1989).

5.3 Praktické aplikace agarozy

vvvvv

vcetné potravinafstvi a biochemickych laboratoti, kde slouzi pro kultivaci bun¢k a riizné

separacni metody (Le Goff et al. 2015).
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Jedno z hlavnich vyuziti agardzy je u gelové elektroforézy, ktera se v molekuldrni
biologii ¢asto vyuziva k rozdélovani velkych biomolekul, zejména DNA a RNA, Tato
technika se rozliSuje na varianty vertikalni a horizontalni (Rinaudo 2008). Vzorek nese
zaporny elektricky naboj, pfi¢emz hlavnim zdrojem tohoto naboje jsou fosfatové skupiny,
a proto se aplikuje blize ke katod¢. Kdyz se zapne elektrické pole, fragmenty vzorku se
pohybuji smérem k anod¢, coz vede k jejich separaci. Toto rozdé€leni probihd v rdmci
port gelu a zavisi na molekulové hmotnosti biomolekul. Velikost porit v agar6zovém
gelu je pfimo ovlivnéna jeho koncentraci, s rostouci koncentraci agardzy se velikost pora

snizuje (Serwer 1983).

Zaporna elektroda

e e e e — | Umisténi DNA@
= Delsi DNA
. —_ Smeér
Zdroj Separace T pohybu
e Kratsi DNA
Agar6zovy gel @
Kladna elektroda

Obrazek 5.3: Princip elektroforézy (Berkley QB3 2024)

V oblasti potravinaistvi se agaroza uplatiiuje jako agent pro zahusSténi a Zelirovani, ¢imz
se fadi mezi aditiva, kterd jsou do potravin pfidavana za ucelem zlepSeni jejich trvan-
livosti, barvy, chuti a celkového vzhledu. Pro tento typ vyuziti se obvykle preferuji nizsi
koncentrace agardzy (Mai et al. 2016). Agardzové gely najdou své uplatnéni i v biochem-
ickych laboratotich pro péstovani mikroorganismi, kde poskytuji idedlni pevné prostiedi
pro jejich rozmnozovéani. Do téchto gelti je mozné piidavat i dalsi latky, jako jsou
napiiklad antibiotika, coz umozniuje studovat rezistenci mikroorganismil vici t€émto sub-

stancim (Borst 2005).
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Kolagen je primarni strukturdlni protein a je dominantnim prvkem extracelularniho ma-
trixu (ECM). Tvofi nejvétsi ¢ast proteinti u savetl, pfi¢emz jeho podil na celkovém obsahu
proteinti v lidském téle ¢ini 25 % az 35 %. Ve skupiné obratlovct bylo rozpoznano
dohromady 28 typii kolagenu, které se skladaji z nejméné 46 riznych polypeptidd, a fada
dalsich proteinti obsahuje casti s kolagenovou strukturou. Kolagen se déli na fibrilarni a

nefibrilarni. (Shoulders a Raines 2009).

V lidském téle je az 90 % zastoupeno pouze jednim druhem, a to fibrilarnim ko-
lagenem typu I. Nachazi se v kiizi, v kostech, v organech nebo ve $lachiach. Ten ma
klicovou tlohu v udrzovani integrity mnoha tkani prostiednictvim jeho interakci s pov-
rchy bunék a dal§imi molekulami extraceluldrniho matrixu. Dohromady bylo identifiko-
vano téméf 50 molekul, které s kolagenem typu I interaguji a u pfiblizn¢ poloviny z nich
byla objasnéna konkrétni mista vazby s timto kolagenu. Samotny kolagen typu I navic
existuje ve 300 riznych mutacic, které jsou spojeny s poruchami pojivové tkané v lidském

téle (Di Lullo et al. 2002).

Kolagen se sklada z pravotoc€ivého svazku tii paralelnich levotocivych Sroubovic typu
polyprolin II. Aby byla udrzena stabilita této strukturu, zdsadni vyznam hraji stereoel-
ektronické efekty a tzv. ptredorganizace. Diky védeckému pokroku ve vyvoji umélych
kolagenovych vldken (které si zachovavaji zakladni vlastnosti pfirodniho kolagenu),
prostiednictvim chemické syntézy, se zacind testovat jejich vyuziti v biomediciné a nan-
otechnologiich (Shoulders a Raines 2009). Z hlediska molekularni struktury je kolagen
slozen z aminokyselin, a to hlavné z glycinu (Gly), ten pfedstavuje zhruba 35% vSech
aminokyselinovych zbytkt, prolinu (Pro) s podilem 12 %, a dale z hydroxyprolinu (Hyp)
a hydroxylysinu (Hyl) (Owczarzy et al. 2020).
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Obrazek 6.1: TEM snimek kolagenu typu I (Howard 2006)

a TrojSroubovice kolagenu

~1.6 nm

b Schéma trojSroubovice

Obrazek 6.2: TrojSroubovice kolagenu (Patel et al. 2022)

6.2 Vlastnosti kolagenu

Hodnota relativni molekulové hmotnosti se lisi dle konkrétniho typu, ale dle zdroju se
pohybuje kolem hodnoty 300 000 g/mol (Petruska a Hodge 1964). Kolagen slouzi jako
surovina pro vyrobu zelatiny, ta je vyrabéna procesem zahrnujicim denaturaci a
rozpousténi. Gelace kolagenu miize byt vyvoldna zménou podminek a to konkrétné
zménou teploty, pH a iontové sily. Pfi intenzivnim zahtivani roztokl kolagenu dochéazi k
rozpadu vazeb stabilizujicich kolagenové Sroubovice a molekuly ptechazeji do
neuspofadané konformace. Teplota, pifi niz dochazi k denaturaci kolagenu, se dle
n¢kterych zdroji pohybuje mezi 53 °C a 63 °C, a pravdépodobni pfi ni dochazi nejprve
k rozpadu vodikovych vazeb a nasledné ztraté fibrilarni struktury. Nad teplotou denatu-

race se vladkna zkracuji na jednu ¢tvrtinu své piivodni délky, coz kolagenu dodava vyssi
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elasticitu a vede k tvorbé gelové sité s vysokou schopnosti absorbovat vodu (Maximo a

Cunha 2010).

Jiny zdroj uvadi, Ze teplota, pii které dochazi k denaturaci kolagendt, se 1isi v za-
vislosti na jejich ptivodu - ¢i se jedna o kolagenni proteiny pochdzejici od savcii nebo z
ryb. Zatimco u kolagent savct se tzv. teplota smrsténi udrzuje na stabilni urovni okolo
65 - 67 °C, u ryb a bezobratlych se tato hodnota vyznamné li$i, nabyvajic na skale od 35
do 55 °C. Denaturace kolagenovych molekul rozpusténych ve vodném roztoku se pro
savce pohybuje kolem teploty 39 - 40 °C, zatimco u ryb se hodnoty pohybuji od 5 °C do
30 °C. Je pozoruhodné, ze rozdil mezi teplotou smrsténi (T5) a denaturaci molekuly v
roztoku (Tp) je u vétSiny druhli udrzovan na konstantni urovni piiblizn¢ 27 °C. To
naznacuje, ze teplota, pfi niz dochazi k denaturaci kolagenovych molekul, se obvykle

nachdzi jen o 1 az 2 °C vyse nez je teplota okolniho prostiedi (Miles a Bailey 1999).

Pti gelaci kolagenu dochazi k tvorbé rozvétvené sité vlaken, jejiz podoba zavisi
na tom, pfi jaké teploté ke gelaci dojde. Gelace pfi nizsich teplotach kolem 20 °C vytvari
sité s vysokym stupném svazkovani vlaken a velkymi pory, naopak gelace pfti teploté 37
°C (fyziologicka teplota téla) produkuje sit€ s malymi velikostmi périi a minimalnim

svazkovanim vldken (Holder et al. 2018).

Obrazek 6.3: Kolagenovy gel pii 20 °C a 37 °C. Zachyceno pomoci SEM. (Holder et al. 2018)

6.3 Praktické aplikace kolagenu

Kolagen a z né odvozené biomateridly maji velky potencial v oblasti tkanového
inzenyrstvi, ve kterém je cil vytvorit funkéni materidly pro regenerativni medicinu, aby

se daly efektivné pouzivat pii 1é¢be tkani (Parenteau-Bareil et al. 2010). Jiz vyzkousené
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aplikace pfi 1é¢bé infekci tkani byly naptiklad infikované rohovkové tkané nebo rakovina
jater. Zaroven kolagen nachazi vyuziti i v drug-delivery systémech jako nosi¢ antibiotik,
napt. tetracyklinu (Khan a Khan 2013).

V kosmetickém pramyslu je kolagen oblibenou slozkou riznych produktt pro
péci o plet, jejichz cilem je boj proti pred¢asnému starnuti a podpora zdravi pokozky.
Navic je pfitomnost kolagenu v kosmetickém priamyslu motivovéna jeho potencidlem
chranit pokozku pred oxida¢nim stresem a piredchazet predcasnému starnuti ktize. (Avila
Rodriguez et al. 2018)

Zelatina, ktera je odvozena z kolagenu, je §iroce pouZivana v potravinaiském
primyslu diky svym funkénim a bioaktivnim vlastnostem. Zelatina slouzi v po-
travinafskych produktech k riznym uceltim, jako jsou emulgétory, pénidla, stabilizatory,
materidl pro tvorbu Dbiologicky rozlozitelnych film a mikroenkapsulacni

¢inidla.(Gémez-Guillén et al. 2011)
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Prakticka cast

7 Méreni bodu gelace

Prakticka cast této prace se zamétuje na ur¢ovani bodu gelace s pouzitim metod dynam-
ického rozptylu svétla. Cilem experimentli bylo ovéteni jejich vyuzitelnosti pro studium
sol-gel procesu vybranych materidli a vyhodnoceni, zda je tento zpiisob mozné aplikovat
1 v praxi. Na zaklad¢ teoretické reserSe byl navrhnut vhodny postup méfeni a jako hlavni

zkoumany material byla vybrana agaroza.

Experimentalni aparatura a jeji jednotlivé komponenty byly podrobné popsany, stejné
jako postup piipravy vzorki, pribéh méfeni a metodika zpracovani dat ziskanych z ka-
mery pomoci softwaru MATLAB. Vysledky experimentti nasledné¢ umoznily vyhodnotit
ucinnost navrzenych metod pro stanoveni bodu gelace agardzy a diskutovat o nich v kon-

textu teoretickych ptredpokladl a vyuzitelnosti v praxi.

7.1 Priprava experimentu

K meéfeni bodu gelace byla na zaklad€ teorie zvolena metoda MSDLS, nebot’ metoda
vyuzivéa kameru pro zachyceni signalu rozptyleného svétla, coz umoziuje sledovat dy-
namiku procesu v realném case. K méfeni byly vybrany dva typy biopolymert: agar6za
a kolagen.

Vsechny experimenty probihaly v optické laboratofi Katedry Fyziky na Tech-
nické univerzité v Liberci. Toto prostfedi poskytlo potiebné technické vybaveni a pod-

minky pro pfesné a spolehlivé méteni dynamiky gelace vybranych vzorkd.

7.1.1 Aparatura

V optické laboratofi Katedry fyziky je umistén speciadlné upraveny opticky stll, ktery
diky své modulovatelné konstrukci umoziuje flexibilni sestaveni aparatury potfebné pro
nase experimenty. Tento stll je navic izolovan proti vnéjSim jeviim a otfestim, coz za-

rucuje stabilitu a pfesnost béhem meéten.
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Obrazek 7.1: Sestavena aparatura

Zakladem experimentalni sestavy je He-Ne laser vyrobce Sios, model SL-04. Tento laser
je charakteristicky svou vinovou délkou 632,8 nm. Jeho hlavnimi pfednostmi jsou vysoka
frekvencni a amplitudova stabilita a vysoka koherenci, coz jsou kli¢ové atributy pro

metodu MSDLS.

V konfiguraci aparatury nasleduje za laserem izolator, ktery brani nezddoucimu zpétnému
rozptylu svétla, pilvinna desticka a polarizator slouZzici k Gpravé polarizace svétla a k
nastaveni intenzity. Systém dopliiuje spojnd ¢ocka, kterd sméruje laserovy paprsek piesné
do vzorku umisténého v kyveté. Laserové svétlo prochazi kyvetou a na strané pod thlem

90° k paprsku je umisténa kamera Andor Zyla sCMOS, jez zachytava rozptylené svétlo.

Zakyvetou je instalovan detektor intenzity svétla, model Thorlabs S302C Thermal Power
Sensor Head. Tento detektor umoziluje monitorovat mnozstvi svétla prochazejiciho
vzorkem, coz slouZi jako indikator gelace, jelikoz béhem gelace dochézi k zesileni rozp-

tylu svétla a tedy k ubytku svétla dopadajiciho na detektor.
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Kamera

Pulvinna
desticka He-Ne Laser
Detektor
intenzity svétla Cocka Polarizator Izolator

Vzorek

Obrazek 7.2: Schéma aparatury

Teplota béhem experimentil je monitorovana pomoci teploméru Greisinger GMH 3200.
Spravné méfeni teploty je nezbytné pro méteni gelace agardzy, aby bylo mozné urcit, kdy

dojde k sol-gel ptechodu.

7.1.2 Pracovni postup v krocich

Na zéklad¢é teorie a vysledkli prvnich méfeni jsme ustanovili nésledujici postup pro

méreni:

1. Priprava vzorku agarézy a jeho umisténi do kyvety - Vzorek 1 % agarozy
(nejprve bez nanocastic a poté s nanicasticemi) byl pfipraven v pozadované kon-
centraci, byl zahfivan na teplotu 95 °C a nasledn¢ umistén do specidlni kyvety,
ktera byla vlozena do méfici aparatury.

2. Nastaveni vhodné intenzity svétla z He-Ne laseru

3. Konfigurace parametri kamery v programu Andor Solis - Na kamete byla
nastavena délka expozice a vzorkovaci frekvence tak, aby specklovy obrazec ne-
byl pteexponovany. Déle byl nastaven pocet snimkill na experiment - typicky 600
nebo 1200, v zavislosti na specifickych potfebach méreni. RozliSeni zaznamenané
oblasti bylo stanoveno na 512x512 pixelil s Pixel Binningem 4x4, coZ znamena,
ze bloky 4x4 pixeli byly sjednoceny do jednoho pixelu pro lepsi zpracovani

obrazu a moznost dosdhnout potfebnych vzorkovacich frekvenci.
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4. Zaznam intenzity rozptyleného svétla - Kamera Andor Zyla, umisténa pod
uhlem 90° k sméru dopadajiciho laserového paprsku, zaznamenévala intenzitu
rozptyleného svétla od vzorku.

5. Méreni pri riznych teplotich - Vzorek agar6zy postupné chladnul z
pocatecnich 50-60 °C na cca 30 °C. S blizicim se bodem gelace byl teplotni krok
zjemnén na 1-2 °C, aby bylo mozn¢ piesnéji urcit bod, kdy dochézi k gelaci.

6. Vyhodnoceni dat v MATLABu - Ziskané data byla analyzovana v programu
MATLAB.

Proces zpracovani dat ziskanych béhem méteni bodu gelace byl klicovou soucasti exper-
imentalni prace. Ovladani sCMOS kamery Andor Zyla a nastavovani jejich parametri
probihalo prostfednictvim pocitacové aplikace Andor Solis. Tato aplikace umoznovala
nastaveni kli¢ovych parametrti, jako jsou délka expozice, vzorkovaci frekvence (frame
rate), pocet zachycenych snimki a rozliSeni kamery. Béhem jednoho méteni bylo obvykle
zaznamenano 200 az 1200 snimkd, které byly ulozeny ve formatu .tif a zachytavaly

specklové pole.

Pro analyzu ziskanych snimkt byl vybran software MATLAB, diky jeho schopnosti
zpracovat velké objemy dat a poskytnout néstroje pro jejich diikkladnou analyzu a grafické

zobrazeni.

Pro zpracovani a vyhodnoceni experimentalnich dat byly aplikovany tii rozdilné ptistupy.
Prvni pfistup se opiral o analyzu zmén viskozity. V tomto piipad¢ bylo sledovano, jak se
viskozita vzorku méni s teplotou a jak tyto zmény koreluji s procesem gelace. Pro demon-
straci jednotlivych krokti zpracovani dat z CCD kamery byla pouzita jako ukdzkova data

z méfeni glycerolu s 200 nm polystyrenovymi nanoc¢asticemi.

Druhy pfistup vyuzival metodu stanovovani zmén pomoci smeérodatné odchylky
v kratkych casovych usecich, kterou ke zpracovani vyuzili Devi, Chandran a Vasu v
¢lanku o méfeni viskoelasticity tkani pomoci metod dynamického rozptylu svétla (Devi

et al. 2007). Tato statistickd metoda umoznila hodnotit variabilitu rozptylené¢ho svétla,
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coz bylo vyuzito k detekci fluktuaci v intenzité svétla, které jsou spojeny s pohybem
castic a jejich velikostnim rozloZenim v roztoku. V tomto ptipadé zmény ve smerodatné
odchylce poskytly informaci, v jakém bodé€ ke gelaci doslo. Tteti ptistup byl nejjed-
nodussi, nebot’ sledoval pouze zavislost intenzity svétla, které proslo vzorkem v zavislosti

na teploté

Cilem bylo tyto tii pfistupy porovnat, a zjistit ktery funguje 1épe, pfipadné zda se daji

pouzit vSechny.
7.2.1 Prvni pristup pres hodnotu viskozity

V ramci tohoto zpracovani byla data nejprve vizualizovéna v nékolika typech graft: grafy
dat z autokorela¢ni funkce, ofizla data a klic¢ové grafy zobrazujici zavislost viskozity na
kozity s teplotou bylo mozné urcit bod gelace zkoumaného materidlu. Tato metodika

umoznila stanoveni rozmezi teplot, pii které dochazi k gelaci agardzy.

Postup zpracovani dat z metody MSDLS ptes hodnotu viskozity byl otestovan na glycer-
olu s 200 nm polystyrenovymi (dale PS) nanocésticemi ve spolupraci se Zorou Kry-
korkovou, ktera se ve své diplomové praci vénuje analyze viskozity glycerolu pomoci

MSDLS. Tento otestovany postup byl poté pouzit k urceni bodu gelace

Nejprve byla nasniména data z kamery. Jejich zpracovani v jednotlivych krocich je pak
nasledujici:
1. Vytvoreni matice: Nejprve se vytvoii nulovd matice ,,sigma*“ s 600 fadky (od-
povida poctu snimkil) a 16384 sloupci (pocet odpovida celkovému poctu pixeld
snimku o rozliSeni 128 x 128 px). Tato matice bude vyuzita k uchovani up-

ravenych hodnot intenzity obrazu po jejich nacteni a zpracovani.
sigma = zeros(600,16384);
Zdrojovy kod 7.1: Vytvotreni matice

2. Nacteni a zpracovani snimkii: Nasledné se nactou vSechny naméfené snimky

specklovych poli ve formatu .tif. Pomoci for cyklu se vSechny obrazky dané¢ho
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nazvu nactou prevedou se jejich hodnoty pixelti na datovy typ double. Dale se
vypocita primérnd intenzitu celého obrazku a od kazdé hodnoty intenzity odecte
tuto primernou hodnotu. Upravena data jsou pievedena do vektorového formatu

a uloZena do pfislusného radku v matici ,,sigma®.

for i =1 : 600
Filename = strcat('NP4@0st_X', num2str(i), '.tif'); %najde
obrazek

imageData = imread(Filename); %matice hodnot intenzity obrdazku
DATA = double(imageData);

val = mean(DATA(:)); S%pruimérnd intenzit
odecet2 = DATA - val;

B = reshape(odecet2, [16384,1]); %predélani na vektor
sigma(i,:) = B; % do matice

end

Zdrojovy kod 7.2: Nacteni a zpracovani snimka

Vypocet autokorelace: Pro autokorelaci dat volime autokorela¢ni funkci g, (7)
kterd je korela¢ni funkci optické intenzity I. Funkce je vypocitana pro kazdy fadek
v matici sigma s vyjimkou prvniho. Pro kazdé j od 2 az do poctu snimk (napf.
600) se vypocita praimérny soucin prvki mezi prvnim snimkem j-tym snimkem.
Vysledek je uloZzen do vektoru ,,Rval®, ktery obsahuje hodnoty autokorelace pro

kazdé¢ zpozdéni .

for j = 2:
Rval(j-1)
end

600
= mean((sigma(1,:).xsigma((j),:)));

Zdrojovy kod 7.3: Vypocet autokorelace

Vizualizace autokorelacni funkce: Déle je nutné nastavit vzorkovaci frekvenci,
kterd byla pfi méteni pouzita. Jeji inverzni hodnotou bude perioda mezi jed-
notlivymi snimky. Casova osa je definovana pomoci vektoru ,,t;, ktery je linearné
rozloZen podle poctu snimkii. Pfi zachyceni 600 snimki jde od 0 az do 599 -
(perioda). Autokorelacni funkce je nasledné vykreslena na logaritmické ose x,

coz umoziuje lepsi vizualizaci exponencialniho poklesu. Dale je tato funkce
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pfevedena na logaritmické méfitko a znovu vykreslena, coz usnadiiuje identifikaci

a analyzu exponencialnich zavislosti.

vz
fz
t1

200;
1/vz;
linspace(0, (599%fz),599);

figure()
semilogx(t1,Rval)

Gln = log(Rval);
figure()
plot(tl,Gln)

Zdrojovy kod 7.4: Vizualizace autokorelacni funkce
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Obrazek 7.4: Autokorelacni funkce pfevedena na logaritmické métitko pro glycerol

5. Ofriznuti dat, fittovani a vypocet viskozity: Data jsou ofiznuta pouze na nejrel-

o 24

data jsou pouzita pro fittovani linedrnim modelem, coz umoznuje urcit klicové
parametry potfebné pro nésledny vypocet difuzniho koeficientu a viskozity

vzorku.

t2 = linspace(0, (40xfz),40);
Gcut = Gln(1:40);

figure()

plot(t2,Gcut)

[xData, yData] = prepareCurveData( t2, Gcut );
ft = fittype( 'polyl' );

[fitresult, gof] = fit( xData, yData, ft );

h = plot( fitresult, xData, yData );

grid on

TT = - fitresult.pl
n = 1.3356;

la = 632.8%(10"-9);
T = 303;
k = 1.380649%10"-23;

fi= ((pi)*1)/2;

g = ((4xpixnxsin(fi/2)))/1a;
r = 2.000e-07;

D =TT/(q"2);

es = (kxT)/(3%pixr*D)

Zdrojovy kod 7.5: Ofiznuti dat, fittovani a vypocet viskozity
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Obrazek 7.6: Fittovani ofiznutych dat glycerolu linearnim modelem
Z fittovani dat ziskdme ¢iselnou hodnotu parametru TT, ktery spojuje metodu méteni s
teoretickym vypoctem a na zakladé n€ho je mozné urcit difuzni koeficient pro vypocet

viskozity.

Kompletni MATLAB kod pouzity pro zpracovani experimentalnich dat z udaji o vis-

kozité€ je uveden v ptiloze A.
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7.2.2 Druhy pristup pres smérodatnou odchylku

Pro dalsi ¢ast naSeho vyhodnoceni jsme se rozhodli implementovat a porovnat alterna-
tivni pfistup, ktery se zaméfuje na zpracovani ziskani hodnoty smérodatné odchylky in-
tenzity a normalizované intenzity pro kazdou teplotu agar6zy, a na zéklad¢ jeji zmény v

zavislosti na teploté, mizeme sledovat bod, kdy dojde ke gelaci.

Postup zpracovani je kratSi nez u prvni metody, protoze viibec nepracujeme s autoko-

relacni funkei. Jednotlivé kroky zpracovani naméfenych dat jsou nasledujici:

1. Vytvoreni matice: Tento krok je stejny, jako u prvni metody. Zahrnuje vSak
definici konstanty N, ktera specifikuje poc€et zpracovavanych obrazli. Diky tomu
se da rychle zménit kod v ptipadé, ze budeme mit odliSny pocet snimkil. Je
vytvofena nulova matice ,,sigma‘“ s N fadky a 16384 sloupci. Matice sigma bude
slouzit k uchovani dat z obrazi ve form¢ jednorozmérnych vektorti po jejich

zpracovani.

N = 600

sigma = zeros(N,16384);
Zdrojovy kod 7.6: Vytvoreni matice

2. Nacteni a zpracovani snimkii: Nasledné se nactou vSechny naméfené snimky
specklovych poli ve formatu .tif. To probihd stejn¢, jako v minulé metod¢. Dale
se vypocita primérnd intenzitu celého obrazku. Prvni vypocet urcuje primérnou
intenzitu celého obrazku a uklada ji do vektoru val. Poté se provadi normalizace
intenzit obrazku tak, Ze se od kazdé hodnoty odecte minimalni hodnota a vysledek
se vydéli rozdilem maximalni a minimalni hodnoty, coz zajistuje, Ze vSechny
hodnoty jsou mezi 0 a 1. Primérna hodnota téchto normalizovanych intenzit se

uklada do vektoru valn.

for i=11:N

Filename = strcat('NP40st_X', num2str(i), '.tif'); %najde
obrazek

imageData = imread(Filename); %matice hodnot intenzity obrdazku

DATA = double(imageData);
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val(i) = mean(DATA(:)); S%primérnd intenzit
nn = (DATA-min(DATA))./(max(DATA)-min(DATA));
valn(i) = mean(nn(:));

end

Zdrojovy kod 7.7: Nacteni a zpracovani snimk

3. Vypocet standardni odchylky: Nakonec se vypocitaji standardni odchylky
primérnych hodnot intenzit a jejich normalizovanych hodnot ziskanych z obra-
zovych dat pro danou teplotu. Tyto hodnoty, stdval a stdvaln, poskytuji kvantita-
tivni miru variability intenzit mezi zpracovanymi obrazy v jednom méfeni pro
jednu teplotu. Ze zmény vypocitanych standardnich odchylek vuci teploté je
nasledné mozné urcit bod gelace. Na vyhodnoceni zlstava, jestli je lepsi zvolit

primérné hodnoty intenzity pfed normalizaci nebo po normalizaci.

stdval = std(val)
stdvaln = std(valn)

Zdrojovy kod 7.8: Vypocet standardnich odchylek

Kompletni MATLAB kod pouzity pro zpracovani experimentalnich dat pies smérodatnou

odchylku je uveden v pfiloze A.

7.2.3 Treti pfistup pfes méreni intenzity svétla

Ttetim pfistupem bylo zvoleno pfimé méteni intenzity svétla, které projde vzorkem v
zavislosti na teploté. Tato metoda slouzi primarné k porovnani s metodou zaloZenou na
dynamickém rozptylu svétla s vyuzitim kamery. Klicovym aspektem tohoto méfeni je
sledovani zavislosti intenzity svétla na teploté vzorku v ¢ase. V okamziku, kdy vzorek
dosdhne bodu gelace a zatne tuhnout, dojde k vyraznému snizeni prichodu svétla
umoznuje uréit bod gelace z métené zavislosti intenzity svétla na teploté. Vysledky tohoto
pfistupu budou nésledné porovnany s daty ziskanymi z predchozich metod, aby bylo

mozné posoudit jejich presnost.
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Mg¢éfeni je velice jednoduché, métime intenzitu svétla detektorem a teplotu v ¢asovych

krocich po 1s. Takto ziskana data jsou zpracovana opét v MATLABu nasledujicim zpt-

sobem:

1.

Nacdteni dat: Data jsou nacitdna z externich soubori. A obsahuje data teploty a
Casu z textového souboru, zatimco B obsahuje data intenzity svétla a asu z Ex-

celového souboru.

readmatrix('teplota.txt');
readmatrix('intenzita.xlsx');

Zdrojovy kod 7.9: Vypocet standardnich odchylek

Extrakce dat: Z nactenych matic A a B se extrahuji sloupce do 4 proménnych -

Cas pro teplotni data, hodnoty teploty, intenzity svétla, ¢as pro hodnoty intenzity:

Zdrojovy kod 7.10: Vypocet standardnich odchylek

Pievzorkovani dat: V tomto cyklu se provadi pievzorkovani teplotnich dat tak,
aby odpovidala casovému intervalu, ve kterém se méfila intenzity svétla. Protoze
se teplota méfila v intervalech po 0,25 s, ale intenzita svétla v intervalech po 1 s,

kazda ¢tvrtd hodnota je prifazena novému vektoru, aby byl ¢asovy krok stejny.

for 1 = 1:4110
NexTem(i) = Temp(ix4);

end
Zdrojovy kod 7.11: Vypocet standardnich odchylek

Vyneseni do grafii: Hodnoty intenzity jsou ofiznuty na ¢as od 1 s - 4110 s. Vektor
je transponovan pro konzistenci s ostatnimi daty. Na zavér je vynesen graf zo-

brazujici vztah mezi teplotou a intenzitou svétla, které proslo vzorkem.

NewI = I(1:4110);

NexTem = transpose(NexTem);
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figure()
plot(NexTem,NewI)

Zdrojovy kod 7.12: Vypocet standardnich odchylek

Kompletni MATLAB kod pouzity pro zpracovani experimentalnich dat pies méfeni

intenzity svétla je uveden v pfiloze A.

Jako primarni material k ovéfeni metod MSDLS byla zvolena agar6za (viz. kapitola 5),
coz je biopolymer, jehoz pfiprava je obecné povazovana za relativné jednoduchou.
Ptestoze je piiprava agar6zy obvykle bezproblémova, zpocatku jsme pii ptipraveé roztoku
o pozadované koncentraci narazili na obtize. Pfi prvnich pokusech byla agar6za zahtivana
na prili§ nizkou teplotu, coz m¢lo za nésledek, Ze se nerozpustila kompletné a v roztoku
zlstavaly nerozpusténé castice. Tento problém byl vyfeSen optimalizaci teplotniho
rezimu, kdy bylo zjisténo, Ze pro Uplné rozpusténi agardzy je nutné dosdhnout vyssi tep-
loty. V ramci experimentt byly pfipraveny vzorky jak Cisté agarozy, tak vzorky agarozy

wrwe

rozptylu svétla kamerou.

7.3.1 Priprava vzorku

Ptiprava vzorkil agar6zy byla klicovou fazi pro méfeni bodu gelace. Inicialné jsme ex-
perimentovali s koncentraci 0,1 %, ktera se ukdzala byt pfili§ nizka, jelikoZ roztok nezge-
lovatél. Po této zkuSenosti jsme zvolili jako optimalni koncentraci pro pozorovani gelace
hodnotu pfiblizné 1 hm. %.

Celkovy objem kyvety, ktery jsme pouzivali pro méteni, byl okolo 3 ml. Abychom
vSak méli dostatek roztoku pro opakovana méfeni, cilili jsme na ptipravu 10-20 ml 1%
roztoku agardzy. Roztok jsme nejprve michali a zahtivali na magnetickém michadle na
teplotu kolem 80 °C. Tato teplota se vSak ukdzala byt nedostate¢na pro Gplné rozpusténi
agardzy, coz mélo za nasledek nekonzistentni data.

Abychom zlepsili rozpustnost agardzy, upravili jsme postup tak, ze po navazeni

agardzy a ptidani destilované vody jsme roztok zahiivali ve vodni lazni po dobu 20-30
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minut na teplotu 96 °C. Tento zpiisob pfipravy se osvédcil pro uplné rozpusténi agardzy
a zajisténi homogenniho roztoku.

Celkem jsme pfipravili dva 1% roztoky agardzy. Prvni obsahoval Cistou agardzu,
zatimco do druhého roztoku jsme ptidali malé mnozstvi 1% 200 nm PS nanocastic, které
slouzily k zlepSeni zobrazeni rozptylu svétla diky jejich schopnosti modifikovat optické
vlastnosti roztoku. Pfitomnost nanoc¢éstic byla zamyslena jako prostfedek pro detailnéjsi

vizualizaci zmén béhem gelace agardzy.

Agardza [g] dH>O [g] Koncentrace [hm. %]
0,2401 24,0320 1,00 %

Tabulka 7.1: Ptiprava 1 % roztoku Cisté agardzy

Agardza [g] | dH20 [g] 1% 200nm PS nanocastic [g] Koncentrace [hm. %]
0,1390 13,7556 0,1140 1,00 %

Tabulka 7.2: Ptiprava 1 % roztoku agar6zy + 200nm PS nanocastice

Po ptipravé roztokl jsme vzorky ptelili do kyvet, do kterych jsme zavedli teplomér pro
monitorovani teploty. Kyvety byly po jednom nasledn¢ umistény do aparatury a zacali

jsme kamerou zaznamenavat specklové obrazce s postupné klesajici teplotou.

Obrazek 7.7: Laserové svétlo prochazejici skrze vzorek 1 % cisté agarozy
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Obrazek 7.8: Kamera snimajici rozptylené svétlo ze vzorku

7.3.2 Méreni

Me¢fteni bodu gelace agardzy bylo provedeno nejprve s 1 % roztokem Cisté agardzy bez
pridavku nanocastic. Vzorek byl postupné ochlazovéan z pocatecni teploty 60 °C az na
kone¢nych 30 °C. Pro detailni sledovani zmén bylo méteni rozdéleno do nékolika fazi:
nejprve byly teplotni kroky nastaveny na 5 °C, coz umoziiovalo rychlou orientaci v cho-
vani vzorku. Od teploty 42 °C pak byly kroky zjemnény na 2 °C, aby bylo mozné de-
tailnéji sledovat priibéh gelace v kritické oblasti blizké predpokladanému bodu gelace.
Parametry sniméni se ménily v prabéhu méteni podle toho, jak to vyzadovaly podminky
béhem experimentu:

e Pocet snimkii: Pro kazdé méfeni bylo zaznamenéano 1200 snimkd.

o Expozi¢ni ¢as: Byl nastaven na 0,0025 sekundy pro teplotni rozmezi 60°C az
36°C, coz bylo idealni pro zachyceni rychlejsich zmén v rozptylu svétla. Pro tep-
loty 34 °C az 32 °C byl expozi¢ni ¢as prodlouzen na 0,005 sekundy, a pro 30 °C
byl nastaven ¢as 0,01 sekundy.

e Vzorkovaci frekvence: Zacatkem experimentu byla frekvence nastavena na 400
Hz, ktera byla snizena na 200 Hz v rozmezi 34 °C az 32 °C a na 100 Hz na teplot¢
30 °C, kdy bylo zaznamenano zpomaleni dynamiky procesu v disledku zgelovani
vzorku.

e RozliSeni a Pixel Binning: RozliSeni zaznamenavané oblasti bylo nastaveno na

512x512 pixeld s nastavenim Pixel Binning 4x4.
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V druhém méteni byl pouzit vzorek 1% roztoku agardzy s pfidanymi 200 nm PS
nanocasticemi, u nichz bylo piedpokladano, Ze umozni lepsi a detailnéjsi sledovani rozp-
tylu svétla béhem gelace na specklovych obrazcich. Tento vzorek byl podroben méfeni v
rozsahu teplot od 65 °C az k 30 °C. M¢éteni bylo opét rozdéleno do nékolika fazi:
pocatecni méteni od 65 °C do 45 °C bylo provedeno v krocich po 5 °C.

Od teploty 45 °C do 38 °C byly teplotni kroky zjemnény na 2 °C, aby bylo mozné
detailnéji zaznamenat zacinajici faze gelace. V kritickém rozmezi od 38 °C do 34 °C byly
teplotni kroky jest¢ vice zjemnény na 1 °C, coz reflektovalo potiebu zachytit
mikrostrukturdlni zmény v blizkosti o¢ekavaného bodu gelace. Po dosazeni 34 °C bylo

méteni opét provadéno v krocich po 2 °C, dokud nebyla dosazena konecna teplota 30 °C.

Kamera byla pfi tomto méfeni nastavena nasledovn¢:
e Pocet snimkii byl nastaven na 600
o Expozicni ¢as byl jednotné nastaven na 0,005 s pro celé méteni
e Vzorkovaci frekvence byla nastavena na 200 Hz, coz umoznilo adekvatn¢ zazna-
menavat dynamiku procesu v riznych teplotnich fazich.
e RozliSeni a Pixel Binning: RozliSeni zaznamenavané oblasti bylo nastaveno na

512x512 pixeld s nastavenim Pixel Binning 4x4.

Nésledné byla data ziskana z méfeni zpracovana v programu MATLAB, jak je detailn¢
popsano v kapitole 7.1.2. Tento proces zahrnoval komplexni analyzu ziskanych speck-

lovych obrazcii a jejich vyhodnoceni, coz umoznilo pfesné urcit bod gelace agardzy.

Na zaklad¢ vyse vysvétlenych metod zpracovani v kapitolach 7.2.1. — 7.2.3. bylo prove-
deno zpracovani dat. Na zaver prace pak dochazi k vyhodnoceni vysledki a ur€ent, ktery
z piistupll zpracovani mtize byt pro urceni bodu gelace nejrelevantné;si.

7.4.1 Vysledky prvni metody pres viskozitu

Nejdfive byla namétend data zpracovana v programu MATLAB pomoci prvniho ptistupu

ptes viskozitu, popsaném podrobné v kapitole 7.2.1.
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Nejprve byla data pro kazdou teplotu autozkorelovana a zobrazena v logaritmickém
m¢étitku. V grafech jsou pro ukazku vyneseny vzdy data pro vzorky s teplotou 40 °C,

analyza pro ostatni teploty vypada obdobn¢:

6
25210 12 X10
2 10
151 8

o

y ‘, * };“:,“4 I

05+ P ‘
05 . . . o . . y
10° 102 107! 10° 10! 102 107 10° 10

Graf 7.1: Autozkorelovana data pfi teploté 40 °C.

Vlevo 1 % roztok Cisté agardzy. Vpravo 1 % roztok agardzy + 200nm PS nanocastice

Relevantni tsek dat byl ofiznut, aby se zaméfil pouze na dilezité ¢asti spektra, a nakonec
byla data prolozena linedrni funkci pro kvantitativni vyhodnoceni zmén v zavislosti na

teploté a identifikaci bodu gelace.
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Graf 7.2: Otiznuta data pfi teploté 40 °C.

Vlevo 1 % roztok Cisté agardzy. Vpravo 1 % roztok agardzy + 200nm PS nanocastice
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Graf 7.3: Oriznuty jesté mensi tsek pii teploté 40 °C.
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Graf 7.4: Oriznuta data prolozena linearni funkci pfi teploté 40 °C.
Vlevo 1 % roztok Cisté agardzy. Vpravo 1 % roztok agardzy + 200nm PS nanocastice
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Z této analyzy dat jsme byli schopni zjistit hodnoty viskozity vzorku pro vS§echny métené

teploty:

1 % Agaroza 1 % Agaréza + 200 nm PS Nanocastice
Teplota [°C] | Viskozita [kg/m-s] Teplota [°C] Viskozita [kg/m:-s]

- - 65 0,3472

60 0,1045 60 0,6409

55 0,0901 55 0,6191

50 0,1078 50 0,1842

45 0,0642 45 0,4227

- - 43 0,1961

42 0,0184 42 0,3859

40 0,0243 40 0,1776

38 0,0441 38 0,7123

- - 37 0,6282

36 0,1024 36 0,9307

- - 35 1,0973

34 2,0639 34 4,4429

32 1079,8 32 43,0682

30 -118,38 30 67,371

Tabulka 7.3: Ziskané hodnoty viskozity agardzy v zavislosti na teploté

Je vSak tfeba podotknout, ze hodnoty viskozity, které byly ziskany timto zpracovanim
dat, nemusi odpovidat redAlnym hodnotam viskozity pro agar6zu. V kontextu nasi metody
vSak konkrétni numerické hodnoty viskozity nejsou pouzivany jako pfimy ukazatel
fyzikélnich vlastnosti materialu. Technika je zaloZena primarné na pozorovani zmény
viskozity v zavislosti na teplot¢, a ne na absolutnich hodnotach viskozity. Dliraz je kladen
na identifikaci bodu, kde dochazi ke zménam téchto hodnot, coz je vyuzivano pro stano-
veni bodu gelace. To znamena, Ze i kdyz naméfené hodnoty nemohou byt interpretovany
jako ptfesné udaje o viskozité, ukazuji relativni zmény v ochlazujicim se vzorku agarézy.
Pro jednoduchou orientaci ¢tenafe v textu se vSak nadale bude pouzivat pojmenovani

tohoto parametru jako viskozita. V pribéhu experimentu se hodnoty viskozity u obou
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vzorkl nejprve ménily jen mirng, coz svedEi o stabilni fazi pred zacatkem gelace. AvSak
pfi teplotach mezi 34 - 36 °C, doslo k prudké zméné téchto hodnot, coz indikuje zacatek
pfechodu agardzy do gelového stavu. Tento bod, kde dochazi k nahlému nérGstu vis-
kozity, 1ze tedy oznacit jako bod, kdy za¢ind dochazet ke gelaci jednotlivych vzorkt

agarozy.

U vzorku Cisté agardzy byla pfi teploté¢ 30 °C vypocitana zaporna hodnota vis-
kozity. To mlze byt vysvétleno technickymi omezenimi méfici aparatury. Je to prav-
dépodobné zplisobeno tim, ze kdyz dojde k uplné gelaci, pohyblivost ¢astic v agardze se
rapidné snizuje a mize dosahnout bodu, kde je pohyb tak maly, Ze kamerou by byl de-
tekovatelny pouze v dlouhém ¢asovém useku. V disledku toho se mtze zdat, ze viskozita
klesa az do negativnich hodnot, coz ukazuje na limitaci metody, kdy piestava byt mozné
po zgelovani materidlu zaznamenat relevantni data. Do grafti proto tato posledni hodnota
nebyla zahrnuta.

Pro lepsi vizualizaci a srovnani obou vzorkli — Cisté agardzy a agardzy s nanocasti-
cemi — byla zavislost viskozity na teploté vynesena do grafii. Tyto grafy jasn¢ ukazuji,

jak viskozita vzrasta v blizkosti teploty gelace:
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Graf 7.5: Zavislost viskozity na teploté roztoku 1 % Cisté agardzy ve 2 ruznych méritkach
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Na pftiloZzenych grafech je zfetelné videt, jak se viskozita vzorkl agardzy ménila v za-
vislosti na teploté. Do teploty 38 °C viskozita téméf nevykazovala zddné zmény, coz
sveédci o stabilnim stavu roztoku. Pti 36 °C doslo k mirnému nérastu viskozity, coz mize
naznacovat zac¢inajici mikrostrukturalni zmény v agardze. Vyrazny skok v hodnotach vis-
kozity byl zaznamenan pii 34 °C, coz jednoznacné signalizuje probihajici gelaci. Pfi
dal$im snizovani teploty na 32 °C byla viskozita jiz enormné vysoka, coz ukazuje na

uplnou gelaci agarozy.

Zde nasleduji grafy zavislosti viskozity na teplot€ u roztoku agardzy obsahujici

nanocastice ve 2 riznych méfitcich:

1 % Agardza + 200 nm PS nanocastice
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Graf 7.6: Zavislost viskozity na teploté roztoku 1 % agardzy s nanocasticemi ve 2 riznych méfitkach

Na grafech zobrazujicich méfeni agarézy s pifidanymi 200 nm polystyrenovymi
nanocasticemi lze pozorovat podobnou zavislost viskozity, jako u vzorku bez nanocéastic.
Do teploty 40 °C jsou hodnoty viskozity téméet nemeénné. Od teploty 38 °C vSak zac¢ina
mirny naruast viskozity, ktery pokracuje velmi pozvolna az do 35 °C. Pti 34 °C dochazi k

vyraznému nariistu viskozity, coz signalizuje, Ze v této fazi jiz zacala gelace agardzy.
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Viskozita pfi 32 °C a 30 °C nadale nartsta a zUstava jiz velmi vysokd, coz potvrzuje, ze

agardza s nanocasticemi uplné zgelovatéla.

Na rozdil od vzorku bez nanocastic vSak u vzorku s nanocasticemi nedoslo k poklesu
hodnot viskozity do zapornych cisel. To potvrzuje piedpoklad, zZe nanocastice dobie

rozptyluji svétlo a diky tomu dokéze kamera Iépe zachytit jeho fluktuace.

Z analyzy obou vzorkll — Cisté agardzy 1 agardzy s pridanymi nanocésticemi, byla teplota
gelace agardzy urCena v rozmezi 32 - 35 °C. Toto rozmezi bylo uréeno na zakladé
vysledkll a pozorovani, ze proces gelace zacina piiblizné u 35 °C a agardza dosahuje plné
gelace kolem teploty 32 °C. Piesnost tohoto méteni by mohla byt dale zvySena, pokud by
byly teplotni kroky béhem experimentu nastaveny jesté nizsi. Mensi teplotni kroky by
umoznily detailnéjsi sledovani zmén ve viskozité a specklovych obrazcich, coz by

ptispé€lo k lepsi lokalizaci presného bodu gelace.

Dalsi nepfesnosti mizou byt zpisobeny méfenim teploty uvnitt kyvety, jelikoz neni
mozné umistit teplomér pfimo do mista, kudy prochézi laserovy paprsek. To by totiZ nar-
usilo vysledné specklové pole. V disledku toho mlize dochézet k mirnym odchylkdm v
teploté, protoze teplomér registruje teplotu v jiné ¢asti kyvety nez je oblast, kterou ana-
lyzujeme. Tato skute¢nost mize vést k drobnym nepiesnostem ve vysledcich, coz je
diilezité brat v tvahu pfi interpretaci méfenych dat. Idedlni by bylo umistit cely systém

do kontrolovaného prostiedi a teplotu piesné fidit.

7.4.2 Vysledky druhé metody pres smérodatnou odchylku

Dale byla data vyhodnocena pomoci druhého ptistupu pies smerodatnou odchylku, ktery

byl popséan v kapitole 7.2.2.

Jako vysledek zpracovani snimk jsme ziskali standardni odchylky z dvou parametri: val
a valn. Smérodatnd odchylka val reprezentuje rozptyl primérné intenzity zaznamenané
v kazdém snimku. Smérodatna odchylka valn pfedstavuje rozptyl normalizovanych in-

tenzit snimkd, kde kazda hodnota intenzity je v rozsahu od 0 do 1.

73



Vysledky pro vzorek Cisté agardzy a agardzy s pridanymi 200nm PS nanocasticemi jsou

shrnuty v nasledujici tabulce:

1 % Agaroza 1 % Agaréza + 200 nm PS Nanocastice
Teplota | Smér. odch. | Smér. odch. Teplota | Smér. odch. | Smér. odch.
[°C] (val) (valn) [°C] (val) (valn)

- - - 65 977 0,0069
60 1467 0,0068 60 707 0,0058
55 2498 0,0079 55 332 0,0061
50 2354 0,0071 50 214 0,0057
45 546 0,0063 45 282 0,0054

- - - 43 225 0,0054
42 818 0,0056 42 241 0,0052
40 771 0,0057 40 297 0,0054
38 641 0,0059 38 261 0,0053

- - - 37 221 0,005
36 226 0,0059 36 153 0,0047

- - - 35 140 0,0038
34 225 0,0043 34 80 0,0024
32 143 0,0016 32 15 0,0026
30 53 0,0022 30 16 0,0008

Tabulka 7.4: Hodnoty smérodatnych odchylek intenzity v zavislosti na teploté
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Nize jsou pak grafy zobrazujici zavislost obou smérodatnych odchylek na teploté pro oba

typy vzorku:
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Graf 7.7: Zavislost smérodatné odchylky intenzity na teploté roztoku 1 % agarozy
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Graf 7.8: Zavislost smérodatné odchylky normalizované intenzity na teploté roztoku 1 % agardzy

Na vysledném grafu smérodatné odchylky intenzity v zéavislosti na teploté byl zazna-
menan jeji prudky pokles mezi 50 a 45°C, ktery ale neodpovida datim ziskanym z
predchoziho pfistupu méteni ptes viskozitu. Zatimco podle prvniho pfistupu byl bod
gelace ur€en mezi 35-32 °C, v této oblasti nedochéazi k Zadné zjevné zméné ve smérodatné

odchylce intenzity.
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V piipadé¢ smérodatné odchylky z normalizované intenzity je vSak situace jina. Zde je
pozorovan stabilnéjsi trend, kde hodnota zlstava relativné konstantni az do 36 °C, kdy
zacina dochdazet k poklesu, coz signalizuje zacatek gelace. Vzestup hodnoty smérodatné
odchylky na konci grafu je diisledkem limitace metody, ktery uz byl uvadén vyse - vlivem
gelace je pohyb tak maly, ze kamerou by byl detekovatelny pouze v dlouhém casovém

useku. Data jsou tedy v tomto rozsahu jiz nerelevantni.
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Graf 7.9: Zavislost smérodatné odchylky intenzity na teploté roztoku 1 % agardzy s nanocasticemi
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Graf 7.10: Zavislost smérodatné odchylky normalizované intenzity na teploté roztoku 1 % agarézy s

nanocasticemi
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V piipad€ 1 % agardzy s 200 nm PS nanocasticemi se pii analyze zavislosti smérodatné
odchylky intenzity na teplot¢ neobjevuje prudky vykyv, jak bylo pozorovdno u Cisté
agardzy, ale ani nebyl zaznamenan vyraznéjsi pokles v o¢ekavaném rozmezi teplot, kde

by mélo dojit k gelaci.

U smérodatné odchylky normalizované intenzity u stejného vzorku byl pozorovan pokles,
ktery zacinal pozvolna jiz u 38 °C a vyraznéjsi pokles nastal od 36 °C, coz koresponduje

s o¢ekavanym teplotnim rozmezim, kdy u agardzy zacina dochazet ke gelaci.

Celkove lze zhodnotit, ze smérodatnd odchylka normalizované intenzity v obou
ptipadech (Cistd agardza a agar6za s nanocasticemi) lépe vypovidd o bodu gelace nez

smérodatné odchylka intenzity.

7.4.3 Vysledky treti metody pres intenzitu svétla

Dale byla naméfena a vyhodnocena data pomoci tietiho pfistupu pfes méteni intenzity

svétla, ktery byl popsan v kapitole 7.2.3.

Vysledkem byl tento graf, zobrazujici intenzitu svétla, které proslo vzorkem agardzy, v

zavislosti na teploté:
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Graf 7.11: Zavislost intenzity svétla na teploté vzorku
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Na zéklad¢ zavislosti intenzity svétla na teploté lze urcit, Ze k prvnimu vyraznéjSimu
poklesu intenzity zac¢ind dochazet pii teploté 37 °C. Intenzita nejvice klesa pii teploté
kolem 33 °C, nasledn¢ se tempo poklesu zpomaluje. Lze se tedy domnivat, Ze pii teplote
33 °C probiha gelace agardzy v plném rozsahu, coz vede k tomu, ze vétSina vzorku se jiz

bude nachazet v gelovém stavu.

Tato zjisténi jsou v souladu s teplotnim rozmezim bodu gelace 36 °C - 32 °C, kter¢ bylo
uréeno z pfedchozich dvou pfistupi analyzy dynamického rozptylu svétla. Skutecnost, Ze
bod gelace identifikovany prostfednictvim zmén intenzity lezi v rdmci tohoto rozmezi,

poskytuje dalsi potvrzeni o spravnosti a piesnosti metod pouzitych pro jeho stanoveni.

V ramci praktické ¢asti jsme se rozhodli ovéfit aplikovatelnost metod dynamického rozp-
tylu svétla na stanoveni bodu gelace nejen u agardzy, ale také na jinych systémech,
konkrétné na kolagenu. Tento krok byl motivovéan snahou rozsitit spektrum materiald, na

kterych jsou nase metody schopny méfit

Kolagen, jako biopolymer s vyznamnymi strukturnimi a funkénimi vlastnostmi, mél ale
zasadni rozdil oproti agardze. Oproti agaroze, kde gelace probihd reverzibilné, kolagen
podléha nevratné gelaci, kterd je spojena s denaturaci. Tento proces zahrnuje rozpad
trojSroubovicové struktury kolagenu, coz miize mit za nasledek ztratu jeho ptivodnich

vlastnosti a komplikace v ptipravé stabilnich vzorkli pro méfeni rozptylu svétla.

7.5.1 Vysledky méreni kolagenu

Bohuzel, vysledna data ziskana z méteni na kolagenu se ukézala jako nevérohodn4 a neu-
moznila spolehlivé urcit bod gelace. Neuspéch je pifimo spojen s vyzvami spojenymi s
ptipravou vzorku, zvlasté s problémy nevratné gelace a potencialni denaturaci kolagenu
béhem experimentalnich postupli a zahtivani vzorkd. Vyrazné strukturni zmény, které
kolagen podstupuje, ziejmé ovlivnily optické vlastnosti materidlu a tim i moznost jeho

analyzy pomoci zvolenych metod dynamického rozptylu svétla.
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Graf 7.12: Autozkorelovana data méfeni kolagenu pfi teploté 40 °C.
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Graf 7.13: Otiznuta data méteni kolagenu pfi teplote 40 °C.
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Graf 7.14: Otiznuty jesté mensi usek roztoku kolagenu pii teploté 40 °C.
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Graf 7.15: Otiznuta data roztoku kolagenu prolozena linearni funkeci pti teploté 40 °C.

Z nasledného grafu zavislosti viskozity na teploté je patrné, Ze data fluktuuji dost nahodné

a nevyukazuji nikde Zadnou jasnou zménu:
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Graf 7.16: Zavislost viskozity na teploté roztoku kolagenu.

Prestoze vysledky pro kolagen nebyly uspésné, studium tohoto materidlu pomoci metod
dynamického rozptylu svétla nabizi zajimavé moznosti pro dalsi praci. Vzhledem k
vyznamu kolagenu v biomedicinskych aplikacich a materidlovych védach, pokracovani
v experimentech s kolagenem mtiZze mit potencial zjistit, zda je mozné bod gelace témito
metodami spolehlivé zméfit. Uspésné stanoveni bodu gelace kolagenu by pak mohlo byt
vyuzito v Sirokém spektru aplikaci, coz by ptineslo nové poznatky o dynamice gelace a

denaturaci kolagenu, a tim lep$i porozuméni jeho vlastnosti a moznostem vyuZziti.
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Urceni bodu gelace agardzy bylo provedeno tfemi riznymi metodami. Prvni dvé metody
byly zalozeny na méfeni dynamického rozptylu svétla ve vzorku pomoci kamery, ktera
zaznamenavala snimky specklového pole. V prvnim pfistupu byla ze zpracovanych
specklovych poli ziskana hodnota viskozity, pficemz byla sledovana jeji zména s tep-
lotou. Druhy pfistup byl zaloZen na statistickém zpracovani specklovych poli a zjisténi
zavislosti zmény smérodatnych odchylek intenzity a normalizované intenzity na teploté.
Tteti ptistup, nejjednodussi, spocival v pfimém méfeni intenzity svétla, které proslo

vzorkem agardzy, a nasledném vyjadieni zavislosti intenzity na teploté vzorku.

Pro prvni dv€ metody byly porovnany dva vzorky: prvni obsahoval 1 % ¢istou agar6zu,
druhy vzorek obsahoval 1 % agarézu s pfidanymi 200 nm PS nanocésticemi, kde se

predpokladala lepsi viditelnost fluktuaci rozptylu svétla pomoci kamery.

Z vysledkl prvnich dvou metod bylo urceno, ze pro méfeni je vhodnéjsi pouzivat vzorek
s pfidanymi nanocasticemi. V momentu, kdy doslo ve vzorku k gelaci, kamera v ¢istém
vzorku jiz nedokazala zaznamenavat fluktuace rozptylu svétla, coz vedlo k tomu, Ze
vysledky nemohlo byt relevantni. Z toho bylo vyvozeno, Ze agar6za s piidanymi

nanocasticemi se jevi jako lepsi vzorek pro pozorovani.

Z prvniho pfistupu pies viskozitu bylo uréeno rozmezi gelace agarézy mezi 32 - 35 °C.
U druhého pfistupu pies smérodatné odchylky bylo zjisténo, Ze relevantni zéavislost
poskytuje pouze smérodatna odchylka normalizované intenzity. Z té bylo urceno, ze k
vyrazngj$i zméné a tedy zahdjeni gelace dochazi pti 36°C, zde bylo tedy urceno rozmezi
34 -36 °C. U posledniho pfistupu pies méfeni intenzity svétla, které slouzilo jako ovéieni
ptedchozich metod, bylo vyvozeno, Ze ke gelaci zacina dochazet mezi 33 - 36 °C.
Vsechny tfi metody byly schopny urcit viceméné stejnou teplotni oblast, kde k bodu

gelace dochazi.
Diky porovnani prvnich dvou pfistupli zpracovani specklovych poli a naslednému
ovéteni tfeti metodou bylo zjiSténo, ze k urceni bodu gelace neni potieba zpracovavat

specklova pole tak, aby byla ziskana vysledna hodnota viskozity, ale je mozné provést
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statistické zpracovani pfes smérodatnou odchylku normalizované intenzity, z ¢ehoz se
povedlo urcit bod gelace také. Z toho bylo usouzeno, ze pokud je cilem pouze urcit bod
gelace a ne hodnoty jinych parametrl, miZze byt vhodnéjsi vyuzivat zpracovani dat pies

smérodatnou odchylku.

Urcené teplotni rozmezi bodu gelace agardzy bylo shleddno v souladu s udaji, které
poskytli vyrobci pro specifické typy agardzy. Vyrobce Thermo Fisher Scientific uvadi
pro agardzu ,,UltraPure™ Agarose* bod gelace mezi 34,5 a 37 °C. Déle vyrobce Sigma
Aldrich specifikuje pro agarézu typu A2790 teplotu bodu gelace mensi nebo rovnou
35 °C. Tato shoda ukazuje, Ze ziskané vysledky jsou relevantni a odpovidaji rozmezi

uvedenému pro obecné typy agardzy, coz potvrzuji i udaje od vyrobct.
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Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit moznosti aplikace metod dynamického rozptylu
svétla k urceni bodu gelace u vybranych polymernich materiald. Na zaklad¢ provedené
literarni reSerSe byly vybrany celkem tfi zplisoby méteni, zalozené na metodé MSDLS, a

hlavnim studovanym materidlem byla zvolena agaréza.

V teoretické Casti byl poskytnut uceleny ivod do problematiky dynamického rozptylu
svétla. Byly popsany zékladni optické jevy, principy rozptylu svétla, jednotlivé metody
dynamického rozptylu svétla, zéklady teorie gelace a také byla popséna agardza a kola-
gen. Zamérem bylo poskytnout ¢tenari komplexni zaklad pro pochopeni metod a aplikaci

v oblasti rozptylu svétla.

K uréeni bodu gelace agardzy byly pouzity celkem tfi riizné metody. Prvni dva zplisoby
vyuzivaly metodu MSDLS arozdil spocival ve zpracovani naméefenych dat. Prvni ptistup
se opiral o analyzu zmén viskozity, kde bylo sledovéno, jak se viskozita vzorku agarozy
meéni s teplotou. Druhy pfistup vyuzival sledovani zmény smérodatnych odchylek in-
tenzity a normalizované intenzity specklovych poli v zavislosti na teploté vzorku. Tteti
metoda byla nejjednodussi, nebot” sledovala pouze zavislost intenzity svétla, které proslo

vzorkem agardzy v zéavislosti na teploté.

Na zaklad¢ provedenych méfeni, zpracovani dat a porovnani vysledki z jednotlivych
metod, byl bod gelace agar6zy urcen rozsahem teploty 32 - 36 °C. To odpovida teploté,

kterd je uvadéna vyrobci.

Vedle agar6zy byla metoda MSDLS otestovana i na vzorku kolagenu. Toto méfeni vSak
nebylo tspésné a neposkytlo relevantni vysledky, zejména z divodu narocné piipravy
vzorku. Vzhledem k vyznamu kolagenu v biomedicinskych aplikacich a materialovych
védach mlze byt vyuziti metod dynamického rozptylu svétla k analyze kolegenu zajima-

vou oblasti dal§iho zkoumani v budoucnu.
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Prilohy
A Priloha

8.1 Kdédyz MATLABU

Prvni pfistup pres viskozitu

sigma = zeros(600,16384);

for i 1 : 600

Filename = strcat('NP40st_X', num2str(i), '.tif'); %najde obrazek
imageData = imread(Filename); %matice hodnot intenzity obrdazku
DATA = double(imageData);

figure ()
surf (DATA)
s.EdgeColor = 'none';

oP o° o°

val = mean(DATA(:)); %primérnd intenzit
odecet2 = DATA - val;

figure ()
surf(odecet2)

o° o°

B = reshape(odecet2, [16384,1]); %predélani na vektor
sigma(i,:) = B; % do matice

end

for j =

Rval(j—l).
end

600
= mean((sigma(1,:).xsigma((j),:)));

vVZ
fz
t1

200;
1/vz;
linspace(0, (599xfz),599);

figure()
semilogx(tl,Rval)

Gln = log(Rval);
figure()
plot(tl,Gln)

t2 = linspace(0, (40xfz),40);
Gecut = Gln(1:40);

figure()

plot(t2,Gcut)

[xData, yData] = prepareCurveData( t2, Gcut );
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% Set up fittype and options.
ft = fittype( 'polyl' );

% Fit model to data.
[fitresult, gof] = fit( xData, yData, ft );

% Plot fit with data.

figure( 'Name', 'untitled fit 1' );

h = plot( fitresult, xData, yData );

legend( h, 'Gcut vs. t2', 'untitled fit 1', 'Location', 'NorthEast',
'Interpreter', 'none' );

% Label axes

xlabel( 't2', 'Interpreter', 'none' );

ylabel( 'Gcut', 'Interpreter', 'none' );

grid on

TT = - fitresult.pl
n = 1.3356;

la = 632.8%(10"-9);

T = 303;

k = 1.380649%10"-23;
fi = ((pi)x*1)/2;

g = ((4%xpixnxsin(fi/2)))/1a;
r = 2.000e-07;

D =TT/(q"2);

%es = 0.905

es = (kxT)/(3xpixrxD)

Zdrojovy kod 8.1: Kéd z MATLABu, prvni varianta zpracovani

Druhy pfistup pres smérodatnou odchylku

N = 600

sigma = zeros(N,16384);

for i 1:N

Filename = strcat('NP30st_X', num2str(i), '.tif'); %najde obrazek
imageData = imread(Filename); %matice hodnot intenzity obrdazku
DATA = double(imageData);

i) = mean(DATA(:)); %primérnd intenzit
nn = (DATA-min(DATA))./(max(DATA)-min(DATA));
(i) = mean(nn(:));

end

stdval = std(val)
stdvaln = std(valn)

Zdrojovy kod 8.2: Kéd z MATLABu, druhd varianta zpracovani
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Treti pristup pres intenzitu

readmatrix('teplota.txt');

A
B readmatrix('intenzita.xlsx"');

tT = A(:, 1);
Temp = A(:, 2);
I =2B(:, 1);
tI = B(:, 2);
for 1 = 1:4110
NexTem(i) = Temp(ix4);
end
NewI = I(1:4110);

NexTem = transpose(NexTem);

figure()
plot(NexTem,NewI)

Zdrojovy kod 8.3: Koéd z MATLABAU, tfeti varianta zpracovani
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