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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 zaklady, nezbytné pro
poochopeni vyuzivanych metod. Zkoumanym systémem byla zvolena agar6za, kterou
prochézel laserovy paprsek, jehoz rozptyl byl zaznamenéavan kamerou. Vysledné snimky
specklového pole byly analyzovany tfemi ptistupy: prvnim bylo urCeni viskozity a vyhod-
noceni jeji zmény v zavislosti na teplot€¢ vzorku. Druhy pfistup byl zalozen na sméro-
datnych odchylkach intenzity specklovych poli a jejich zmény na teploté. Tteti piistup

méfil intenzitu svétla prochazejici vzorkem. Vysledky byly vyhodnoceny a diskutovany.

Klicova slova
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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.
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light scattering, DLS, multi speckle DLS (MSDLYS), gel point, agarose
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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.
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Metody zalozené na méfeni dynamického rozptylu svétla se jiz dlouho uplatiiuji v charak-
terizaci polymernich systému, nejen pro urCeni velikosti Castic, viskozity a difuznich
koeficientd. Kromé téchto tradicnich aplikaci v§ak mohou tyto metody také efektivné
urcit, kdy v materidlu dochazi k jeho gelaci. Tyto metody poskytuji alternativu k
tradicnim rheologickym meétfenim, coz umoziuje analyzu bez pfimého kontaktu s mate-
rialem. Znalost bodu gelace je klicova pro aplikace v primyslovych oblastech jako po-
travinarstvi, biomaterialy, 1ékafstvi, 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 tivod do metod
dynamického rozptylu, vysvétlit zakladni optické jevy, principy rozptylu svétla a teorii
gelace. V zavéru se tato ¢ast bude vénovat vybéru vhodnych polymernich systéma pro
ovéreni funkEnosti metod.

V praktické Casti byly na zaklad€ literarni reSerse vybrany celkem tfi metody
meéteni, které byly aplikovany na zvolené polymerni systémy. Nejprve byla detailné
popsana aparatura a obecny postup méfeni. Dale byla vénovana pozornost popisu jed-
notlivych metod. Prvni dvé metody jsou zalozeny na analyze fluktuaci rozptylu svétla ve
vzorku, které byly zaznamenany pomoci kamery. Tfeti metoda, byla zaloZena pouze na
meéfeni intenzity svétla prochazejiciho vzorkem. Byly predstaveny razné pristupy k
vyhodnoceni namétfenych dat, vCetné podrobného postupu analyzy dat v programu
MATLAB, a byly ukazany 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 prispiva

k lepSimu porozuméni moznostem a omezenim téchto technik.
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Teoreticka cast

1 Svétlo

Elektromagnetické spektrum zahrnuje §irokou §kéalu vinovych délek od radiovych vin az
po gama zafeni. Viditelné svétlo, mala cast tohoto spektra, je jedinou Casti, kterou muze
lidské oko vnimat. Jeho vinova délka se pohybuje od 380 do 750 nm. Tento rozsah od-

povida barvam svétla, které ¢loveék vidi, od fialové po cervenou (Zwinkels 2015).

750

v B G Ek{% 0% R

Obrazek 1.1: Elektromagnetické spektrum viditelného svétla

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

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

Svétlo je v kontextu klasické elektromagnetické teorie popséano jako specialni piipad el-
ektromagnetického vInéni, charakterizovaného dvéma vzajemné propojenymi
vektorovymi poli - intenzitou elektrického pole (E ) a magnetickou indukci (§), které jsou
funkcemi polohy a &asu. Sifeni svétla jako elektromagnetického vinéni je kli¢ové pro
pochopeni mnoha jeho interakci s hmotou, zejména v souvislosti s optickymi jevy (Ogen-

dal 2017).
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Obrazek 1.2: Sifeni elektromagnetické viny. Elektrické a magnetické viny kolmé vii sobé i viidi
smeéru §ifeni. 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 zasadé definuji, jak na sebe elektricka a magneticka pole vzajemné
pusobi a jak se Sifi svétlo (Saleh a Teich 2019). Ve vakuu bez zdroji maji Maxwellovy

rovnice nasledujici tvar:

. . OF
VXH=]+SOE (1.1)

Prvni Maxwellova rovnice (zobecnény Ampéruv zakon)
—
- 0B

VXEZ_E (1.2)

Druha Maxwellova rovnice (zakon elektromagnetické indukce)

L

V-E=
N (1.3)

Tteti Maxwellova rovnice (Gaussuv 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), uo = 4m-1077 H/m (permeabilita

vakua).

Zasadni roli v popisu Sifeni svétla hraje vinova rovnice, ktera plyne z Maxwellovych rov-

nic (Saleh a Teich 2019).

A 1 0°u 0
YTz ae (1.5)

Vlnova rovnice (ve vakuu)

Kde

Co = ~3-108m/s

1
[eotia (1.6)

Rychlost sifeni svétla ve vakuu

Pfi 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 dulezité pochopit, jak je mozné intenzitu svétla

popsat.

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

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

2019):

Poyntinguv vektor
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Poyntingliv vektor popisuje tok energie elektromagnetického pole, je kolmy k vektorim
elektrického a magnetického pole a smér Poyntingova vektoru urcuje smér pohybu toku
energie. Opticka intenzita I(r, t), kterd predstavuje tok energie jednotkou plochy kolmou
na Poyntingiiv vektor, je rovna velikosti ¢asové prumérovaného Poyntingova vektoru

(Saleh a Teich 2019).

Monochromatické svétlo (tj. ma pouze jednu vinovou délku A1), které je linearné polari-
zované (polarizace vysvételna v kapitole 1.2), lze popsat nasledujici rovnici (@gendal

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 Caset = 0 a mist€¢ x = 0. Rovnici 1.8

dale mizeme zjednodusit zavedenim vinového vektoru k, jehoz orientace mifi ve sméru
Sifeni a jehoz velikost je (tamtéz):

]_(, _Znn
| |—W (1.9)

kde 4, je vinova délka svétla ve vakuu a n je index lomu prostfedi. Déale definujeme

uhlovou rychlost w

w = 2rf (1.10)

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

do obecného tvaru:

E(F,t)=E0cosf(wt—E-F+<p) (1.11)

Intenzita svétla je definovana casovym prameérem Ctverce elektrického pole (tamtéz):

Io(x) = goc{E?(x, 1)) (1.12)

kde g, 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)

Priiméma hodnota cos?(wt — k- 7) vypoétena za jeden cyklus je rovna % a pro typicky
HeNe laser je w ~ 3 -10'° rad/s. Pfi pouziti velmi kratkého ¢asového intervalu pro
prumérovani, napriklad jedné nanosekundy, by v praxi zahrnovalo primérovani pres
pfiblozné pal milionu cyklt. To znamena, Ze i kdyz tento kratky interval nezahrnuje Gplny
pocet cykll, 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 (@gendal 2017):

1
Io(x) = EEOCEOZ (1.14)

Déle 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, pii kterém vektory intenzity elektrického pole E ve svételném
paprsku maji urCity preferovany smér. Zatimco nepolarizované svétlo ma vektory E ori-
entované nahodné v riznych smeérech v roviné kolmé na Poyntingtv vektor (smér Siteni),
polarizované svétlo je charakterizovano tim, ze tyto vektory maji v roviné protinajici

svazek svétla konzistentni orientaci (Peatross a Ware 2023).

2 Z 2

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,
fika se, ze svétlo je linearn€ polarizované. Pripadné pokud se elektrické pole pfi Sitfeni
rovinné vlny spiralovité staci, oznacuje se to jako kruhova nebo elipticka polarizace. Po-
larizaci svétla mohou ovlivnit zafizeni, jako jsou polarizatory a vinové desky (Peatross a

Ware 2023).

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

Casti pole. To je zpisobeno interferenci svétla.

Pod pojmem interference rozumime skladani jednotlivych vin svétla. Kdyz nas-

tane situace, ze se potkaji dvé nebo vice vin, které v pripadé dvou vin oznaime jako

E, (7 1) a E5(7t), vysledna svételna vina vznikne jako soudet jednotlivych vin (Maly

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

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

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

Pokud budeme mit dvé monochromatické vlny, 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 sloZeného vInéni

je tedy (tamtéz):
I=|E? = |Ey + E|* = |E1|* + |Eo|* + EyE; + B B, (1.17)

kde * zna¢i komplexni sdruzeni. Do rovnice 1.17 vlozime substituci E; = /1, - €!¥1 a

E, = /1, e'*2 kde ¢, a ¢, oznaluji fazi vin.
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Dostaneme tzv. interferen¢ni rovnici (tamtéz):
1=11 +12+2 1112C03(p (l 18)
kde

Q=@ — P1 (1.19)

Podle fazového 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, oz-
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 elektricka pole v protifazi, dochazi k
destruktivni interferenci, coz ma za nasledek tmavé oblasti pozorované mezi speckly

(@gendal 2017).
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Specklové pole se v ¢ase méni v dusledku Brownova pohybu castic, diky kterému se
neustale méni rozdily fazi (¢; — @y). Velikost specklli je nepfimo imérna priméru
pouzitého laserového paprsku v experimentu: mensi pramér laserového paprsku vede k

vétsim speckltim (@gendal 2017).

Obrazek 1.5: Specklové pole (Foto autora).

Koherence svétla se tyka korelaci existujicich v raznych ¢astech svételnych vln, 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 ¢asove posunutym vinénim, oznacovanym jako
E(#,t) a E(7,t + 1), kde T piedstavuje Casovy posun. Prostorova koherence se naproti
tomu zabyva korelaci prostorové posunutym vinénim, oznalovanym jako E(7,t) a

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

Protoze v praxi jsou oscilace svétla prili§ rychlé na to, aby je bylo mozné pfimo zméfit,
opticka koherence se Casto studuje pomoci interferen¢nich metod. Ty funguji na principu
kombinace svétla z riznych Casti svételného vinéni (Casoveé nebo prostoroveé posunute)
za UCelem pozorovani interferencnich obrazcl na detektoru. Pokud je interference kon-
stantni a vinéni interferuje bud’ konstruktivné nebo destruktivné, fikdme, ze ma vinéni
vysoky stupeti koherence (Peatross a Ware 2023). Mezi zdroje koherentniho vinéni patfi
lasery a masery. Pokud naopak interference konstatni neni a v ¢ase se neustale méni, poté

o vlnéni mazeme tvrdit, Zze koherentni neni (Deng a Chu 2017).
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Mezi interferencni metody, ze kterych je mozné urcit Casovou koherenci svétla, patii Mi-
chelsontv interferometr. Prostorova koherence se da ur€it z Youngova dvojstérbinového

experimentu (Peatross a Ware 2023).

Pokud bychom pii 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 méli 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 realnych paprskui:
I =11 +12 +]/2 1112 Cos @ (120)

kde veli¢ina y predstavuje tzv. stupeni koherence paprskt a pohybujeseod 0 <y < 1.Je
sloZen z dil¢ich stupfiti jednotlivych koherenci y = y,¥s¥,, kde y; znaci stupeni Casové

koherence, ys stupen prostorové koherence a y,, znaci stupefi polariza¢ni koherence (Ku-

béna [b.r.]).
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Rozptyl svétla je proces, ke kterému dochézi pfi interakci svétla s Casticemi. Je to jev,
ktery 1ze popsat pomoci Casticového i vinového modelu svétla. K rozptylu miaze nékdy
dojit, aniz by se zménil smér svétla, coz zpochybiiuje zjednodusenou predstavu, ze svétlo
musi na Castici "dopadnout" a pak se od ni "odrazit". Tato interakce tvofi zaklad raznych
technik rozptylu svétla a ma zasadni vyznam pro pochopeni chovani svétla pii jeho §ifeni

raznymi médii (Qgendal 2017).

Vyuziti svétla jako nastroje pro zkoumani vlastnosti ¢astic ma bohatou historii,
prvotnim vyzkumam v této oblasti se vénovali védci jako Tyndall, Rayleigh a pozdéji
Debye. Tyto rané studie polozily zaklady toho, co se pozdéji stalo statickym rozptylem
svétla (SLS). SLS vychazi z pozorovani, ze ¢ast svétla se pii pruchodu roztokem obsahu-
jicim cCastice rozptyli do vSech sméra. Podle druhu roztoku se mnozstvi rozptyleného
svétla lisi. Napt. u mléka je naprosta vétSina svétla rozptylena (nebo absorbovana) tu-
kovymi kulickami a kaseinovymi micelami, a tudiz se mléko jevi jako nepruhledné.
Naopak roztoky, u kterych vét§ina svétla projde skrz a jen malé Cast je rozptylena, se jevi

jako pruhledné (@gendal 2017).

Zdroj svétla i
Vinova délka ). O OL: Y >
O Tukové &astice Dt ORI ' Zutteny pobied
@ Kascinové Céstice @ O O e ea
- Y,

Obrazek 2.1: Rozptyl svétla zpuisoben tukovymi a kaseinovymi ¢asticemi v mléku (Gastélum-Bar-
rios et al. 2020)

Rozptyl svétla ma rozsahlé uplatnéni v riznych oblastech. V biologii se rozptyl
svétla bézné pouziva k méfeni velikosti a hustoty bun€k v suspenzi. Méfenim intenzity

rozptyleného svétla mohou védci ziskat informace o primémé velikosti a tvaru bunék
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(Bronk et al. 1992). V materialovych védach se rozptyl svétla pouziva ke studiu optickych
vlastnosti materialt, jako je jejich index lomu a drsnost povrchu (Chylek et al. 1983;
Vorburger et al. 1984). Analyzou vzorct rozptylu svétla mohou védci ziskat poznatky o
struktufe a slozeni materialt (Vorburger et al. 1984). Rozptyl svétla se vyuziva také v
oblasti optiky, kde hraje klicovou roli pfi navrhu a charakterizaci optickych zafizeni (Xu
2003). Pochopenim toho, jak se svétlo rozptyluje v riznych prostiedich, mohou
vyzkumnici optimalizovat vykon optickych systému a vyvijet nové technologie (Qgendal

2017).

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

nasledujicim postupem (@gendal 2017):

Molekula

Obrazek 2.2: Pokud se molekula, ktera je podstatné mensi nez vinova délka svétla, setka se svétlem
polarizovanym v xz roving, dojde k tomu, Ze elektrickée pole tohoto svétla indukuje oscilaci elektrona
uvniti molekuly. Tento jev pretvari molekulu v oscilujici dipdl, ktery nasledné emituje zareni ve vSech
smérech. Intenzita tohoto emitovaného zafeni se 1isi v zavislosti na uhlech ¢ a 0, které uréuji smér

emise (Dgendal 2017).

Intenzita elektrického pole E 5,1 () rozptyleného svétla na jediné Castici ve vzdalenosti r

od molekuly je dle elektromagnetické teorie popsana jako (Dgendal 2017):
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ma sin ¢

Es,1(7‘) =Ep - ( 2 )cos(wt — k7) 2.1

S vyuzitim vztahu 1.12 ziskdme vztah pro intenzitu rozptyleného svétla:

2  m?a’sin®¢ (2.2)

1
Is,l(r) = EEOCEO 24

Po aplikaci vztahu 1.16 a uvahou, Ze ve vétsiné€ pripadu je detektor rozptyleného svétla
umistén v roviné xy a tedy uhel ¢p = 90°, ziskame:

m2a?

15,1(r) = 10 ' 24 (23)

Ze vztahu vidime, Ze intenzita rozptyleného svétla je pfimo imérna intenzité zdroje svétla
a nepfimo umérna ctverci vzdalenosti od rozptylujici ¢astice. Veli€ina a znaci tzv. polar-
izovatelnost Castice nebo molekuly. Z obrazku 2.3 1ze uvahou dojit k tomu, ze a zavisi
na "velikosti" molekuly (tedy objemu nebo molekulové hmotnosti). Lze to demonstrovat
pomoci dvou malych €astic, kde kazda ma polarizovatelnost a;. Umisténim castic vedle
sebe dosahneme celkového dipolového momentu u = (2Q)-d, zatimco jejich
umisténim za sebou ziskame dipdlovy moment u = Q - (2d). V obou pfipadech je
vysledny dipolovy moment dvojnasobkem dipolového momentu jednotlivé Castice. To je
mozné zobecnit 1 pro n ¢astic umistnénych vedle sebe, které budou mit dipdlovy moment

U = n-pu,, pficemz slozena castice ziska vyslednou polarizovatelnost @ = na;.

| ] +300V
' i'Q
E LI e
w0 9 2 I-Q
v |Ot0

I" BB EEEER vl -300V

Obrazek 2.3: Tlustrace elektrickych dipolu (Castic) mezi dvéma nabitymi deskami, zobrazujici

vytvoreni dipélového momentu (Dgendal 2017).
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, v M . , , . ST
Vime, ze n = R kde M je celkova molekulova hmotnost a M; je hmotnost malé Castice,
1

s , . a v , v , ..
ziskame vztah pro polarizovatelnost a = M—1 - M Kdyz nésledné upravime rovnici 2.3,
1

dostaneme finalni vztah (@gendal 2017):

2 2
[1(r) = Iy - iy M? (2.4)

T'ZA4M12

Z tohoto vztahu je vidét, Ze intenzita rozptyleného svétla I ; () je tmérna ¢tverci mole-
kulové hmotnosti M2. Tento vztah je zakladem pro pochopeni toho, jak 1ze rozptyl svétla
pouzit k méfeni velikosti a hmotnosti ¢astic. Tento popis ma ale omezeni, prestava totiz
platit v pfipad¢, kdy je velikost molekul vyrazné pievysuje vinovou délku svétla, nebot

takové molekuly nemaji ptesné definované stavy polarizace (tamtéz).

Pii analyze dat o rozptylu svétla je vektor rozptylu ¢ uZite¢néjsi veli¢inou nez tihel

rozptylu. Tento vektor je odvozen z vinového vektoru k, ktery urCuje smér Sifeni svétla.

Velikost vinového vektoru |E|, neboli vinové cislo, bylo jiz zavedena v rovnici 1.9. a

2nn

odpovida |I_c)| ==
0

Kdyz foton s vilnovym vektorem Ein narazi na ¢astici a je rozptylen, vlnovy vektor se

-

zmeéni na E(mt Vektor rozptylu je pak definovan jako rozdil ¢ = k,y; — I_c)in (Ogendal

2017).
_lgin
0
EOU‘ 3

Obrazek 2.4: Vinové vektory Ein a E,mt ajejich vztah k vektoru rozptylu ¢ (@gendal 2017).

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

. 0 ;s 2Tn
a=k- sin- a vlnové Cislo k = -
0
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) , .6
Velikost vektoru rozptylu se tedy rovna q = 2 Sin

X 2

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

Zkoumanim vektoru rozptylu mohou védci ziskat informace o velikosti a struktufe
rozptylenych &astic, protoze obsahuje informace o zménach sméru a faze rozptyleného

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 stale popularngjsi, zejména diky technologickému
pokroku. DLS vyzaduje vysoce monochromaticky, intenzivni a koherentni zdroj svétla,
obvykle laser, ktery byl vynalezen v roce 1960. Detekcni systém musi byt dostatecné
citlivy na detekci jednotlivych fotonti a dostatecné rychly na zpracovani signali, coz Cini

tuto technologii naro¢néjsi nez staticky rozptyl svétla (@gendal 2017).
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Obrazek 3.1: Hypoteticky priklad 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
porizovani snimkil rozptyleného svétla, coz umoziuje podrobné&jsi analyzu vzoru rozp-
tylu. Metoda byla uspé€$né pouzita v ruznych studiich, vCetné stanoveni velikosti
nanocastic v koloidnich roztocich a zobrazovani submikroskopickych pohybt v burikach

(Marakhova et al. 2016).

Dals$i metodou je Multi Speckle Diffusing Wave Spectroscopy (DWS), coz je var-

ianta dynamického rozptylu svétla, ktera dokaze méfit faktor dynamické struktury gelt
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vzniklych agregaci koloidi. Metoda je zvlasté ucinna pii studiu pomalé relaxace a dy-
namiky zéavislé na Case. Poskytuje informace o dynamice rozptylujicich Castic a lze ji

pouzit ke studiu Siroké Skaly systéma, vCetné biologickych vzorki (Viasnoff et al. 2002).
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Obrazek 3.2: Schéma aparatury pro DWS (Scheffold et al. 2004)

relator |

Celkové je dynamicky rozptyl svétla univerzalni technikou, kterd umoziiuje
charakterizovat velikost a dynamiku ¢astic v roztoku. Ma vyuziti v riznych oblastech,
vcetné biomedicinskych véd, materialovych véd, chemie a biologie. Rlizné metody dy-
namického rozptylu svétla, jako je DLS s CCD kamerou a Multi Speckle DWS, nabizeji
rozsifené moznosti pro podrobngjsi analyzu rozptylovych vzora a studium pomalé relax-

ace, respektive dynamiky zavislé na Case.

Dynamicky rozptyl svétla (dale DLS) méfi fluktuace intenzity rozptyleného svétla zptso-
bené Brownovym pohybem castic ve vzorku. Analyzou autokorelacni funkce rozptylen-
¢ho svétla lze ziskat informace o velikosti a dynamice Castic a bézné se pouziva ke stano-

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

Usporadani pro méteni DLS se mize podobat tomu u tzv. SLS (staticky rozptyl
svétla), ale ma nékolik zasadnich rozdili. Laserovy paprsek je pii DLS fokusovan na
pramér piiblizné 1/10 mm a rozptylené fotony jsou detekovany fotonasobi¢em (PMT).
Tyto detektory jsou schopny zachytit nepatrné fluktuace intenzity rozptyleného svétla,

které jsou nezbytné pro stanoveni difuzniho koeficientu ¢astic (Ogendal 2017).
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Zatimco SLS méfi intenzitu rozptyleného svétla pod rdznymi uhly, Casoveé
prumérovanou v délce piiblizné 1 s a vice, aby bylo mozné ziskat informace o molekulové
hmotnosti a velikosti, DLS méti dlouhé Casové fady stfedni intenzity rozptyleného svétla
ve velmi kratkych intervalech (fadové 100 ns). To umoziiuje DLS zachytit Casové fluk-
tuace intenzity rozptylu, coz poskytuje informace o difuznim koeficientu nebo velikosti

molekul (tamtéz).
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Obrazek 3.3: Usporadani aparatury pro méfeni dynamického rozptylu svétla (DLS). Detekce probiha
prostiednictvim n¢kolika pinhola, pficemz nejmensi z nich je umistén nejblize detektoru. Jejich
pramér bézné ¢ini 100 az 200 mikrometra (Dgendal 2017).

Hlavnim cilem experimentd DLS je zméfit difuzni koeficient molekul v roztoku, ktery
lze nasledné pouzit k nepfimému urCeni velikosti Castic. Tuto velikost, tzv. Stokestv
polomér mizeme ziskat pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice, ktera definuje vztah mezi
diftznim koeficientem molekul D a jejich polomérem r (@gendal 2017):

__ kpT
6mnr

(.1)

T je teplota suspenze, 1 je viskozita a kz = 1,38 - 10723 ] - K1 je Boltzmannova kon-
stanta. Zméfenim koeficientu difuze a pouzitim tohoto vztahu Ize tedy vypocitat Stokestv

polomér Castic (tamtéz).

Pokud se intenzita rozptyleného svétla meéni rychle, znaci to velky difuzni koeficient (a
tedy malé Castice), naopak pomalu se ménici intenzita znaci maly difuzni koeficient (tudiz

velké Castice).
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Obrazek 3.4: Schéma zobrazujici postup urcovani difuznich koeficientu z autokorelacnich funkci

(Norlab 2021)

V praxi vyzaduji meéfeni pomoci DLS a pfibuznych metod peclivou piipravu vzorku.
Prach a agregovany material mohou vyznamné ovlivnit vysledek méfenti, a proto je tieba
byt u pripravy vzorku peclivy, abychom ho nekontaminovali. Jen tak je mozné ziskat

presna méfeni (tamtéz).

3.2 Metoda Multi Speckle DLS (MSDLS)

Metoda DLS, probirana v kapitole 3.1, je Siroce pouzivana technika pro studium dy-
namiky a distribuce velikosti ¢astic v roztoku. Tradi¢né se méteni DLS provadéji pomoci
fotonasobice (PMT) jako detektoru. Pro ziskani co nejpiesnéjsich vysledku je u
klasického DLS nutné Casové primeérovat vystupy z autokorelatoru (Cipelletti a Weitz
1999). Uvadi se, Ze Casové prumeérovani by mélo byt 1 az 10 000 krat delsi, nez je samotny
Casovy interval méfeni. To by vSak znamenalo, Ze u vzorki, které maji Casovy 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 autokorelacni funkce a tim dobrou statis-
tickou presnost. Kvuli témto dlouhym ¢astim je béznou DLS mozné méfit pouze statické
vzorky které jsou v rovnovaze a jejich dynamika musi byt dostate¢né rychla na to, aby-

chom meéfeni mohli v rozumném case provést. (Wong a Wiltzius 1993).

Tento bézny zptisob méfeni tedy neni z divodu asové naro¢nosti mozny u tzv.
neergodickych vzorkid, u kterych neplati rovnost mezi primérovanim autokorelacni
funkce v Case a primérovanim souboru vice autokorelac¢nich funkci (ensemble averag-
ing). To plati i pro systémy vzorku, které vykazuji pomalou dynamiku a u kterych je
Casovy interval pro prumérovani pfili§ dlouhy. Jako ptiklad takovych systému 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 pii méfeni DLS
oproti PMT nékolik vyhod. Jednou z vyhod je jejich schopnost méfit soucasné rozptyl
svétla pti vice thlech rozptylu, coz umoziuje komplexn€jsi analyzu vzorku. U problem-
atickych vzorka, kde by bylo Casové primérovani béznym DLS pfili§ dlouhé, se pfidanim
CCD kamery umoznilo tyto Casy zkratit. Vzhledem k tomu, ze je mozné méfit rozptyl pfi
vice thlech simultanné a tyto méfeni jsou mezi sebou statisticky nezavislé, vyrazné se
zlepSuje statisticka presnost a snizuje celkovy Cas potifebny pro experiment. Zaroven
MSDLS umoziiuje piimé souborové (ensemble) primérovani, a tedy moznost zkoumani
neergodickych vzorkt. Kromé toho maji CCD kamery ve srovnani s PMT §irs$i dynam-
icky rozsah, coz umoziiuje detekci slabych i silnych signali rozptylu. CCD kamery maji

také vy$si prostorové rozliSeni, coz mize byt vyhodné pro zobrazovaci aplikace (tamtéz)

zdroj svétla

rozptylené svétlo

74

CCD

Castice @

Specklové pole

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

o velikosti a dynamice Castic ve vzorku (Cipelletti a Weitz 1999)

Obrazek 3.6: Specklové pole (Foto autora).

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

relacni funkce optické intenzity (Wong a Wiltzius 1993):

92(q,7) =(I(q,0)I(q,t + 1)) (3.2)

- .6 o , , _ w1
kde g = |q| = 4%”- sin-  znaci rozptylovy vlnovy vektor, n je index lomu prostfedi,

Avlnova délka svétla a 8 thel mezi dopadajicim a rozptylenym svétlem. Wong a Wiltzius
méfili intenzitu I = (g, t) pro vice vlnovych vektort rozptylu ¢ soucasné, v pozdé&jsich
studiich se uz tento princip nevyuzival a tak v naSem experimentu naopak svétlo uzce

omezime a budeme méfit pouze pro jeden vlnovy vektor rozptylu .

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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DWS (Diffusing Wave Spectroscopy) je opticka metoda, ktera rozSifuje standardni
metodu DLS. Zatimco u bézného DLS je nutné, aby byly vzroky pro svétlo témer
pruhledné a timpadem i roziedéné, DW'S zvladne méfit i vzorky se silnym vicenasobnym

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

Dochéazi zde totiz ke dvéma zakladnim aproximacim. Prvni se tyka samotného
pruchodu svétla skrze vzorek. V situacich, kdy se kazdy foton mnohonasobné rozptyli,
pfipomina jeho trajektorie tzv. nahodnou prochazku. Nejjednodussi zpisob, jak tento déj
popsat, je prostiednictvim difuzni aproximace. U této aproximace se prehlizi interference
svétla, protoze se z pozorovani pifedpoklada ze rozptyl svétla neni dostate¢né intenzivni,
aby doslo k lokalizaci svétla z nahodného rozptylu. Misto toho se na d& divame tak, ze u

intenzity rozptyleného svétla dochazi k difuzi (Weitz a Pine 1993).

Druha 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 dulezité. Misto toho je kazdy jednotlivy rozptyl svétla povazo-
van za pramér vSech rozptyla svétla, pficemz z difuzni aproximace ziskame celkovou
drahu trajektorie, ze které zjistime pravé pocet téchto primérnych rozptyla svétla, které
ovliviiyji jednotlivé trajektorie. Diky temto dvéma aproximacim muzeme pro DWS

snadnéji vypocitat autokorelacni funkci (Weitz a Pine 1993).

Tato metoda je zvlasté uziteCna pro zkoumani vlastnosti tekutych a pevnych mé-
dii, vCetné §iroké skaly materiald od gelt Castic a biopolymerd az po koncentrované

roztoky povrchové aktivnich latek (Scheffold et al. 2004).

Prachod svétla

2 3 > ' t
[Laser |+ £ £ SDetektor AI

g,(x

3 e
> BEL.

Aot ' ’
06\& Korelator log(t)
~ Zpétny rozptyl o] = . X
vzorek ’ |
- PC v
() Ic AF(t)> B

Obrazek 3.7: Usporadani 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
diftzniho transportu svétla ziskame autokorelacni funkce, které jsou zéavislé na experi-

mentalni geometrii (Pine et al. 1988):
g —1=\OIt+1)/{)?* -1 (3.3)

Odtud 1ze vyjadrit 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/I")k*(Ar?(1))) (34
0

2nn . Y v T . v -
kde k = — e vlnové Cislo svétla v prostredi a indexu lomu n. P(s) oznacuje prav-

dépodobnost, ze svétlo ve vzorku urazi dradhu o délce s a spocita se pomoci difuznich
modelt a experimentalné zméfené geometrie. [* oznaCuje primérnou délku jednoho
kroku trajektorie ndhodné prochéazky fotonu, ktera se zjisti pomoci rozptylovych vlast-

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

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

spravné prumérovani signalu intenzity (tamtéz).
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Obrazek 3.8: Dvoubunécna 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 umoziiuje 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 probihd vice DWS méfeni soucasné.
U bézného DWS je doba potiebna k shroméazdéni dat vyrazné delsi, nez typicka relaxacni
doba autokorelacni funkce. Toto prestava platit, pokud se méfi s CCD kamerou

(Scheffold et al. 2004).
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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 ¢asu, 7, do piiblizné 10
ms. Naproti tomu PMT dok4zou méfit korelacni €as do 10 ns, coz ¢ini CCD kamery
nevhodnou volbou pro analyzu rychlych procest ¢asto pozorovanych v experimentech
DWS. Kdyz se ale zkombinuje vyse popsana dvojbunécna technika a MSDWS, je mozné
vétsinu téchto omezeni prekonat (Scheffold et al. 2004).
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Gely jako material jsou lidstvem vyuzivany jiz po stovky let. At uz se jedna o zelatinu,
vajecné bilky nebo pfirodni biopolymery, jako napt. agardza nebo amyloza, s gely se
setkavame témér kazdy den. Shibamaya uvadi priklad, Ze si gel miizeme predstavit jako
"nadobu bez stén", protoze dokaze udrzet velké mnozstvi tekutiny s malym mnozstvim
castic 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 vytvafeny chemickymi nebo fyzikalnimi mechanismy roztokd molekul,
polymert nebo koloidi, 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 klustert, polymerni sité a gelaci (Scheffold
et al. 2004).
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Obrazek 4.1: Faze vzniku gelu (Shibayama a Norisuye 2002)

Bod gelace oznacuje zménu u amorfnich materialt z kapalného do pevného stavu (sol-
gel prechod). Tato zména je vyvolana vznikem spojité sit€é makromolekularnich fetézci.
Kdyz se materal blizi k bodu gelace, vnitini distribuce velikosti Castic se rozsifuje. 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 presdhnou urcitou kritickou

hodnotu (Winter 2016).

Hlavni rozdil mezi chemickymi a fyzikalnimi gely vyplyva z vazeb polymerni
sit€. U chemickych gela jsou kovalentni vazby povazovany za trvalé, s vyjimkou gela,
které podléhaji vyznamnym reverznim reakcim. U fyzikalnich geld 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
zesit'uji do velkych klastri prostfednictvim kovalentnich vazeb. Pred dosazenim bodu
gelace je polymer v tekutém stavu a je rozpustny v dobrych rozpoustédlech (takova
rozpoustédla, ktera maji rozpustnostni parametry blizké parametram polymert. V tako-
vém rozpoustédle jsou pritazlivé sily mezi segmenty polymerového fetézce slabsi nez sily
interakce mezi polymerem a rozpoustédlem). Po prekroceni bodu gelace je polymer v
pevném stavu nerozpustny, pouze nepiipojené molekuly polymeru je stile mozné ex-

trahovat (tamtéz).

Na rozdil od chemickych geld jsou fyzikalni gely definovany ristem fyzikalné
spojenych agregatt, piicemz bodu gelace je dosazeno, kdyz se korela¢ni délka moleku-
larniho pohybu diverguje do nekonecna. Fyzikalni gely a pfislusné vazby v polymerni siti
jsou ovlivnény faktory, jako je pH, hustota naboje, pritomnost krystalickych casti atd.

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

Znalost toho, kdy dochézi u dané latky k sol-gel prechodu a tedy bodu gelace, je
klicova v mnoha aplikacich. Bud’ se mu diky tomu muZeme pfi praci s polymerem zcela
vyhnout, nebo naopak vyuzit vlastnosti, které se v okoli bodu gelace projevuji. Mezi
praktické aplikace patii zpracovani gelt, reaktivni zpracovani (s vyuzitim gelu jako in-
termediarniho stavu) a pii 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 prumyslu, jako je technologie potravin, bio-

materialy, 1ékafsky primysl, vyroba elektroniky a rizné spotiebni zbozi (Winter 2016).

41



a Fyzikalni gelace Chemicka gelace

Vodikovy mustek

/
Chemicka vazba

b

Fyzikalni gelace Chemicka gelace
«

— Vodikovy mistek

® Sitovaci uzly

Obrazek 4.2: Porovnani fyzikalniho a chemického gelu (Aldaais 2023)

4.3 Mereni bodu gelace

4.3.1 Klasické metody

Je vice moznosti, jak pfistupovat k méfeni bodu gelace. Jednim z nejjedodussich zptisobu
k jeho identifikace je méfeni viskozity, neboli chovani toku. Tam mohou patfit metody
jako je technika naklonéné trubice a méfeni padu kulicky, které se opiraji o pozorovani
rozdilt v charakteristice toku v solu a nasledn€ v gelu. Tyto metody vSak byvaji méné
presné pii zachazeni s viskozné&jSimi vzorky. Pfesnéjsi ur€eni prahu gelace 1ze dosdhnout
pomoci viskoelastickych meéfeni. Obecné mizeme mluvit o reologickych méfenich.

(Shibayama a Norisuye 2002).

Reologie zkouma, jak se materialy deformuji a teCou v reakci na aplikované vnéjsi sily.
Materialy lze na zékladé jejich mechanickych charakteristik klasifikovat do tii skupin:
idealni nevazky plyn, nestlaCitelnd vazka (newtonska) kapalina a izotropné elastické
(hookovske) téleso. Viskozita je v reologii kliCovym pojmem, jelikoz pfimo charakteri-
zuje chovani tekutin a tedy 1 bod gelace. Kapaliny, u kterych je viskozita urCend New-
tonovym zakonem jako konstantni pomér mezi teCnym napétim a gradientem rychlosti,
jsou oznaCovany jako newtonské. Newtoniv zakon je definovan takto (Barnes et al.

1989):
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du
T = —na = —nD (4.1)

kde 7 je te¢né 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, oznacujeme jako nenewtonovské. Patii sem
napftiklad roztoky a taveniny polymert nebo suspenze. Newtontiv zakon pro né muzeme

zavést jako (tamtéz):

T = —zqD (4.2)

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

formace).

Winter a kolegové predstavili inovativni pristup k identifikaci bodu gelace pomoci oscil-
aCnich smykovych experimenti. V bodé€ gelace se akumulovany modul G'(w) a ztratovy
modul G"(w) zanou rovnat a rostou az k bodu w", coz znamena (Chambon a Winter

1985):
G'(w) = G"(w) ~ wt (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 metodam bylo v minulosti povazovano za obtizné méfit bod gelace
v realném Case. S prub&hem Casu se vSak vyvinuly nové metody, a jedna z nejidealnéjsich
se zacaly jevit pravé méfeni pomoci dynamického rozptylu svétla (Shibayama a Norisuye

2002).

Dynamicky rozptyl svétla je nedestruktivni metoda méteni bodu gelace, coz znamena, ze

meétfeny 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 realném Case v

chemickych 1 fyzikélnich gelech (Winter 2016).

Na zékladé méfeni intenzity rozptyleného svétla v snimaném specklovém poli z Casové
autokorelacni funkce muzeme urcit difuzni koeficient, a z jeho zavislosti na teploté tak
nalézt samotny bod gelace. Podrobnosti o méfeni pomoci metod DLS, MSDLS, DWS a
MSDWS byly jiz uvedeny v kapitole 3, proto se zde jiz neuvadi.
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Pro nas vyzkum aplikovatelnosti metod dynamického rozptylu svétla byl jako idealni ma-
terial zvolena agardza, a to zejména kvuli jejimu dobrému teoretickému popisu, jed-
noduchosti pfipravy a termoreverzibilnim vlastnostem. Agardza je piirodni linearni pol-
ysacharid slozeny z opakujicich se jednotek agarobiosy, coz je disacharid tvoreny alter-
nujici B-D-galaktozou a 3,6-anhydro-a-L-galaktozou pres 1-4 vazbu. Podjednotky aga-
robiosy jsou spojené glykosidickymi vazbami. Toto molekularni uspotradani agardze dava
jeji charakteristickou Sroubovicovou strukturu, ktera hraje klicovou roli v jejich vlastnos-

tech gelace (Pérez et al. 1996).

OH OH o

@)
/T
H1O O ,

OH HO

_ =n

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

Agarodza, spolecné s agaropektinem, tvoii zakladni slozky agaru - pfirodniho polysacha-
ridu, ziskavaného z bunécnych stén urcitych motskych fas, jako jsou rody Gelidium a
Gracilaria, kde plni strukturalni funkci. Agardza je ve své Cisté formé polymerni latka
bez elektrického naboje, ale presto muze obsahovat pfimeési nabitych skupin, jako jsou

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

Agarodza se obvykle nachazi ve formé bilého prasku a skladuje se pfi pokojové teplote.
Za bézné teploty neni rozpustna ve vode, teprve pii zahtati nad urcitou teplotu dochazi k

rozvolnéni fetézct agardzy, coz ma za nasledek jeji rozpustnost. Tato teplota, pii které se
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agaroza zacina rozpoustét, se li§i v zavislosti na jejim typu, konkrétni vyrobni Sarzi a
mnozstvi agardzy pritomné v roztoku (Cammack et al. 2006).

Dle raznych zdroja se teplota tani agarozy 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, dochazi k pfechodu z néhodného klubka na
usporadanou Sroubovici, a agardza se pfeméni ze stavu solu na termoreverzibilni gel.
Termoreverzibilita oznacuje vlastnost gelu, kdy se po ohrati nad specifickou teplotu (nad
teplotu tani) mize znovu pfemeénit zpét na sol. Tento gel vznika diky vytvareni nekone¢né
trojrozmeérné sit€ z agardzovych vlaken, které se skladaji z agar6zovych Sroubovic. Jevu,
kdy teplota tuhnuti a teplota tani neni stejna, se fika hystereze. U agardzy je pozorovana

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

Stav gelu | }

Stav solu — = I
26 32 38 44 S0 56 62 58 74 80 86 90 92 98 104 110

Teplota (°C) )

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

Hodnota relativni molekulové hmotnosti agarézy 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 agardzy

Agaroza se vyuziva napfic¢ Sirokym spektrem védeckych obora a pramyslovych odvétvi,
veetné potravinafstvi a biochemickych laboratori, kde slouzi pro kultivaci bun€k a rizné

separacni metody (Le Goff et al. 2015).
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Jedno z hlavnich vyuziti agarozy je u gelové elektroforézy, ktera se v molekularni
biologii Casto 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, pticemz hlavnim zdrojem tohoto naboje jsou fosfatové skupiny,
a proto se aplikuje blize ke katodé. Kdyz se zapne elektrické pole, fragmenty vzorku se
pohybuji smérem k anod€, coz vede k jejich separaci. Toto rozdéleni probiha v ramci
port gelu a zavisi na molekulové hmotnosti biomolekul. Velikost pord v agarozovém
gelu je pfimo ovlivnéna jeho koncentraci, s rostouci koncentraci agarozy se velikost port

snizuje (Serwer 1983).

Zaporna elektroda |
e e e e — | Umisténi DNA@
= Delsi DNA
. —_ Smér
Zdroj Separace | =———i—im—— pohybu
— Kratsi DNA
Agardzovy gel /+>
N
Kladna elektroda

Obrazek 5.3: Princip elektroforézy (Berkley QB3 2024)

V oblasti potravinafstvi se agardza uplatiiuje jako agent pro zahusténi a zelirovani, cimz
se fadi mezi aditiva, ktera jsou do potravin pfidavana za ucelem zlepSeni jejich trvan-
livosti, barvy, chuti a celkového vzhledu. Pro tento typ vyuziti se obvykle preferuji nizsi
koncentrace agarozy (Mai et al. 2016). Agardzové gely najdou své uplatnéni i v biochem-
ickych laboratofich pro péstovani mikroorganismu, kde poskytuji idealni pevné prostiedi
pro jejich rozmnozovani. Do téchto gelt je mozné pfidavat i dalsi latky, jako jsou
napfiklad antibiotika, coz umoziuje studovat rezistenci mikroorganismua vici t€émto sub-

stancim (Borst 2005).
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Kolagen je primarni strukturalni protein a je dominantnim prvkem extracelularniho ma-
trixu (ECM). Tvofti nejvétsi Cast proteint u savced, pricemz jeho podil na celkovém obsahu
proteinti v lidském téle Cini 25 % az 35 %. Ve skupiné obratlovcii bylo rozpoznano
dohromady 28 typt kolagenu, které se skladaji z nejméné 46 riznych polypeptidd, a fada
dalsich proteint 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 1. Nachazi se v kuzi, v kostech, v organech nebo ve §lachach. Ten ma
klicovou ulohu v udrzovani integrity mnoha tkani prostfednictvim jeho interakci s pov-
rchy bunék a dal$imi molekulami extracelularniho matrixu. Dohromady bylo identifiko-
vano témer 50 molekul, které s kolagenem typu I interaguji a u pfiblizné€ 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 (D1 Lullo et al. 2002).

Kolagen se sklada z pravotocivého svazku tii paralelnich levotoCivych Sroubovic typu
polyprolin II. Aby byla udrzena stabilita této strukturu, zasadni vyznam hraji stereoel-
ektronické efekty a tzv. predorganizace. Diky védeckému pokroku ve vyvoji umélych
kolagenovych vlaken (které si zachovavaji zakladni vlastnosti pfirodniho kolagenu),
prostfednictvim chemické syntézy, se zaina 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 zbytkd, 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 20006)

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 muze byt vyvolana zménou podminek a to konkrétné
zménou teploty, pH a iontové sily. Pfi intenzivnim zahfivani roztokti kolagenu dochazi k
rozpadu vazeb stabilizujicich kolagenové Sroubovice a molekuly prechazeji do
neuspofadané konformace. Teplota, pii niz dochazi k denaturaci kolagenu, se dle
nékterych zdroji pohybuje mezi 53 °C a 63 °C, a pravdépodobni pii ni dochazi nejprve
k rozpadu vodikovych vazeb a nésledné ztraté fibrilarni struktury. Nad teplotou denatu-

race se vlakna zkracuji na jednu ¢tvrtinu své puvodni 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 kolagend, se lisi v za-
vislosti na jejich ptvodu - ¢i se jedna o kolagenni proteiny pochazejici od savct nebo z
ryb. Zatimco u kolagent savcu se tzv. teplota smrsténi udrzuje na stabilni arovni 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 druhi udrZzovan na konstantni urovni piiblizné 27 °C. To
naznacuje, ze teplota, pfi niz dochazi k denaturaci kolagenovych molekul, se obvykle

nachazi jen o 1 az 2 °C vySe nez je teplota okolniho prostedi (Miles a Bailey 1999).

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

svazkovanim vladken (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 n¢ odvozené biomateridly maji velky potencial v oblasti tkanového
inzenyrstvi, ve kterém je cil vytvofit funkcni materidly pro regenerativni medicinu, aby

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

V kosmetickém primyslu je kolagen oblibenou slozkou riznych produkti pro
péci o plet, jejichz cilem je boj proti pred¢asnému starnuti a podpora zdravi pokozky.
Navic je piitomnost kolagenu v kosmetickém pramyslu motivovana jeho potencialem
chranit pokozku pted oxida¢nim stresem a predchazet predCasnému starnuti kiaze. (Avila
Rodriguez et al. 2018)

Zelatina, ktera je odvozena z kolagenu, je Siroce pouZivana v potravinaiském
pramyslu diky svym funkénim a bioaktivnim vlastnostem. Zelatina slouzi v po-
travinarskych produktech k riznym a¢eliim, jako jsou emulgatory, pénidla, stabilizatory,
material pro tvorbu Dbiologicky rozlozitelnych filmi a mikroenkapsulacni

¢inidla.(Gémez-Guillén et al. 2011)
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Prakticka Cast této prace se zamétuje na ur¢ovani bodu gelace s pouzitim metod dynam-
ického rozptylu svétla. Cilem experimentt bylo ovéfeni jejich vyuZzitelnosti pro studium
sol-gel procesu vybranych materialti a vyhodnoceni, zda je tento zptisob mozné aplikovat
1 v praxi. Na zakladé 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 vzorkd, prubéh méfeni a metodika zpracovani dat ziskanych z ka-
mery pomoci softwaru MATLAB. Vysledky experimentl nasledné umoznily vyhodnotit
ucinnost navrzenych metod pro stanoveni bodu gelace agardzy a diskutovat o nich v kon-

textu teoretickych predpokladi a vyuzitelnosti v praxi.

K meéfteni bodu gelace byla na zakladé teorie zvolena metoda MSDLS, nebot’ metoda
vyuziva kameru pro zachyceni signélu rozptyleného svétla, coz umoziiuje sledovat dy-
namiku procesu v realném case. K méfeni byly vybrany dva typy biopolymera: agaroza
a kolagen.

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

minky pro pfesné a spolehlivé méfeni dynamiky gelace vybranych vzorkda.

7.1.1 Aparatura

V optické laboratoti Katedry fyziky je umistén specialné upraveny opticky stal, ktery
diky své modulovatelné konstrukci umoziiuje flexibilni sestaveni aparatury potiebné pro
nase experimenty. Tento stul je navic izolovan proti vnéj$im jevim a otfesim, coz za-

rucuje stabilitu a presnost béhem meéteni.
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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 klicové atributy pro

metodu MSDLS.

V konfiguraci aparatury nasleduje za laserem izolator, ktery brani nezadoucimu zpétnému
rozptylu svétla, palvinna desticka a polarizator slouzici k upravé polarizace svétla a k
nastaveni intenzity. Systém dopliiuje spojna Cocka, ktera sméruje laserovy paprsek presné
do vzorku umisténého v kyveté. Laserové svétlo prochazi kyvetou a na stran¢ pod uhlem

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 umoziiuje monitorovat mnozstvi svétla prochéazejiciho
vzorkem, coz slouzi jako indikator gelace, jelikoz béhem gelace dochazi k zesileni rozp-

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

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

Vzorek

Obrazek 7.2: Schéma aparatury

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

dojde k sol-gel prechodu.

7.1.2 Pracovni postup v krocich

Na zaklade teorie a vysledkli prvnich méfeni jsme ustanovili nasledujici postup pro

méreni:

1. Priprava vzorku agarozy 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 specialni kyvety,
ktera byla vlozena do méfici aparatury.

2. Nastaveni vhodné intenzity svétla z He-Ne laseru

3. Konfigurace parametru kamery v programu Andor Solis - Na kamefe byla
nastavena délka expozice a vzorkovaci frekvence tak, aby specklovy obrazec ne-
byl pfeexponovany. Dale byl nastaven pocet snimku na experiment - typicky 600
nebo 1200, v zavislosti na specifickych potfebach méfeni. RozliSeni zaznamenané
oblasti bylo stanoveno na 512x512 pixelu s Pixel Binningem 4x4, coz znamena,
ze bloky 4x4 pixeld byly sjednoceny do jednoho pixelu pro lepsi zpracovani

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

5. Méreni pri ruznych teplotich - Vzorek agardzy 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 mozné presnéji urcit bod, kdy dochazi k gelaci.

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

Proces zpracovani dat ziskanych béhem méfeni bodu gelace byl kliCovou soucasti exper-
imentalni prace. Ovladani sCMOS kamery Andor Zyla a nastavovani jejich parametra
probihalo prostfednictvim pocitacové aplikace Andor Solis. Tato aplikace umoziiovala
nastaveni kliCovych parametrt, jako jsou délka expozice, vzorkovaci frekvence (frame
rate), poCet zachycenych snimku a rozliSeni kamery. Béhem jednoho méfeni bylo obvykle
zaznamenano 200 az 1200 snimku, které byly uloZeny ve formatu .tif a zachytavaly

specklové pole.

Pro analyzu ziskanych snimka byl vybran software MATLAB, diky jeho schopnosti
zpracovat velké objemy dat a poskytnout nastroje pro jejich dikladnou 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 piipadé bylo sledovano, jak se
viskozita vzorku meéni s teplotou a jak tyto zmény koreluji s procesem gelace. Pro demon-
straci jednotlivych krokt zpracovani dat z CCD kamery byla pouzita jako ukazkova data

z méfeni glycerolu s 200 nm polystyrenovymi nanocasticemi.

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

et al. 2007). Tato statistickd metoda umoznila hodnotit variabilitu rozptyleného 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 pfipadé zmény ve smerodatné
odchylce poskytly informaci, v jakém bod¢ ke gelaci doslo. Treti ptistup byl nejjed-
nodussi, nebot sledoval pouze zavislost intenzity svétla, které proslo vzorkem v zavislosti

na teploté

Cilem bylo tyto tfi pfistupy porovnat, a zjistit ktery funguje 1épe, ptipadné zda se daji

pouzit vSechny.
7.2.1 Prvni pristup pres hodnotu viskozity

V ramci tohoto zpracovani byla data nejprve vizualizovana v neékolika typech graft: grafy
dat z autokorelacni funkce, ofizla data a klicové grafy zobrazujici z&vislost viskozity na
teploté. Pravé posledné jmenovany graf byl nejdualezit€jsi, nebot’ na zakladé zmén vis-
kozity s teplotou bylo mozné urcit bod gelace zkoumaného materialu. Tato metodika

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

Postup zpracovani dat z metody MSDLS pies hodnotu viskozity byl otestovan na glycer-
olu s 200 nm polystyrenovymi (dale PS) nanocasticemi 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 nasnimana data z kamery. Jejich zpracovani v jednotlivych krocich je pak
nasledujici:
1. Vytvoreni matice: Nejprve se vytvori nulova matice ,,sigma“ s 600 fadky (od-
povida poctu snimkti) a 16384 sloupci (pocet odpovida celkovému poctu pixelt
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: Vytvoreni matice

2. Nacteni a zpracovani snimku: Nasledné se nactou vSechny namétené snimky

specklovych poli ve formatu .tif. Pomoci for cyklu se vsechny obrazky daného
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nazvu nactou pievedou se jejich hodnoty pixelt na datovy typ double. Dale se
vypocita prumérna intenzitu celého obrazku a od kazdé hodnoty intenzity odecte
tuto primérnou hodnotu. Upravena data jsou prevedena do vektorového formatu

a ulozena do pfislusného radku v matici ,,sigma*.

for i =1 : 600

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

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

DATA = double(imageData);

val = mean(DATA(:)); %prumérnd 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)
kuﬂéjekordaénifunkciopﬁckéhﬁenzﬁyiiFunkcejevypoéﬁénaprokaidyfédek
v matici sigma s vyjimkou prvniho. Pro kazdé j od 2 az do poctu snimku (napf.
600) se vypocita primérny soucin prvkd mezi prvnim snimkem j-tym snimkem.
Vysledek je ulozen do vektoru ,,Rval“, ktery obsahuje hodnoty autokorelace pro

kazdé zpozdéni t.

for j = 2:600
Rval(j-1) = mean((sigma(1,:).*sigma((j),:)));
end

Zdrojovy kod 7.3: Vypodcet autokorelace

Vizualizace autokorelacni funkce: Dale je nutné nastavit vzorkovaci frekvenci,
ktera byla pifi méfeni pouzita. Jeji inverzni hodnotou bude perioda mezi jed-
notlivymi snimky. Casova osa je definovana pomoci vektoru ,,t1, ktery je linearnd
rozlozen podle poctu snimku. Pii zachyceni 600 snimka 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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prevedena na logaritmické méfitko a znovu vykreslena, coz usnadiiuje identifikaci

a analyzu exponencialnich zavislosti.

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

vz
fz
t1

figure()
semilogx(t1,Rval)

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

Zdrojovy kod 7.4: Vizualizace autokorelacéni funkce

x107

0 L i}
1072 107 10°

Obrazek 7.3: Autokorelaéni funkce na logaritmické ose pro glycerol
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Obrazek 7.4: Autokorelacni funkce prevedena na logaritmické méfitko pro glycerol

5. Oriznuti dat, fittovani a vypocet viskozity: Data jsou ofiznuta pouze na nejrel-
evantn€jsi Casovy usek a jsou znovu vizualizovana pro lepsi piehled. Pfipravena
data jsou pouzita pro fittovani linearnim modelem, coz umoziuje urcit klicové
parametry potfebné pro nasledny vypocet difuzniho koeficientu a viskozity

vzorku.

t2 = linspace(0,
Gcut = Gln(1:40)
figure()
plot(t2,Gcut)

(40xfz),40);

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

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

h = plot( fitresult, xData, yData );

grid on

TT = - fitresult.pl
= 1.3356;

a = 632.8%(10~-9);
303;
1.380649%10~-23;

i= ((pi)*1)/2;
((4%pixnksin(fi/2)))/1a;
2.000e-07;

TT/(q~2);

es = (kkT)/(3kpikxrxD)

O-Q x4~

Zdrojovy kod 7.5: Oriznuti dat, fittovani a vypocet viskozity
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Obrazek 7.5: Ortiznuta data pro glycerol
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Obrazek 7.6: Fittovani ofiznutych dat glycerolu linearnim modelem
Z fittovani dat ziskdme Ciselnou hodnotu parametru TT, ktery spojuje metodu méfeni s
teoretickym vypoctem a na zakladé ného je mozné urcit difuzni koeficient pro vypocet

viskozity.

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

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

Pro dalsi cast naseho vyhodnoceni jsme se rozhodli implementovat a porovnat alterna-
tivni pristup, ktery se zamétuje na zpracovani ziskani hodnoty smérodatné odchylky in-
tenzity a normalizované intenzity pro kazdou teplotu agardzy, a na zaklad¢ jeji zmény v

zavislosti na teplot€, mizeme sledovat bod, kdy dojde ke gelaci.

Postup zpracovani je krat$i nez u prvni metody, protoze vibec nepracujeme s autoko-

relacni funkci. 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 pocet zpracovavanych obrazi. Diky tomu
se da rychle zménit kod v ptipadé, ze budeme mit odliSny pocet snimku. Je
vytvorena nulova matice ,,sigma“ s N fadky a 16384 sloupci. Matice sigma bude
slouzit k uchovani dat z obrazii ve formé jednorozmérnych vektort po jejich

zpracovani.

N = 600

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

2. Nacteni a zpracovani snimku: Nasledné se nactou vSechny namétené snimky
specklovych poli ve formatu .tif. To probiha stejn€, jako v minulé metod¢. Dale
se vypocita primérna 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 =1 : N

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

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

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

Zdrojovy kod 7.7: Nacteni a zpracovani snimka

3. Vypocet standardni odchylky: Nakonec se vypocitaji standardni odchylky
prumérnych 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 vici teploté je
nasledné¢ mozné urcit bod gelace. Na vyhodnoceni ziistava, jestli je lepsi zvolit

prumérné hodnoty intenzity pred 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 pfes smérodatnou

odchylku je uveden v pfiloze A.

7.2.3 Treti pfistup pfes méreni intenzity svétla

Tretim pfistupem bylo zvoleno pfimé mefeni 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 méfteni je
sledovani zavislosti intenzity svétla na teploté vzorku v Case. V okamziku, kdy vzorek
dosahne bodu gelace a zacne tuhnout, dojde k vyraznému snizeni pruchodu svétla
vzorkem, coz vede k niz§i intenzit€¢ svétla detekovaného na vystupu. Tento jev nam
umoziuje ur¢it bod gelace z mérené zavislosti intenzity svétla na teploté. Vysledky tohoto
ptistupu budou nasledné porovnany s daty ziskanymi z predchozich metod, aby bylo

mozné posoudit jejich presnost.
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Mefeni je velice jednoduché, mefime intenzitu svétla detektorem a teplotu v Casovych

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

sobem:

1.

Nacteni dat: Data jsou nacitana z externich soubori. A obsahuje data teploty a
Casu z textového souboru, zatimco B obsahuje data intenzity svétla a Casu 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, Cas pro hodnoty intenzity:

Zdrojovy kod 7.10: Vypocet standardnich odchylek

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

kazda ctvrta hodnota je pfifazena novému vektoru, aby byl ¢asovy krok stejny.

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

end
Zdrojovy kod 7.11: Vypocet standardnich odchylek

Vyneseni do grafu: 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,NewlI)

Zdrojovy kod 7.12: Vypocet standardnich odchylek

Kompletni MATLAB kod pouzity pro zpracovani experimentalnich dat pfes méfeni

intenzity svétla je uveden v piiloze A.

Jako primarni material k ovéfeni metod MSDLS byla zvolena agaroza (viz. kapitola 5),
coz je biopolymer, jehoz pfiprava je obecné povazovana za relativné jednoduchou.
Prestoze je pfiprava agardzy obvykle bezproblémova, zpocatku jsme pfi priprave roztoku
o pozadované koncentraci narazili na obtize. Pfi prvnich pokusech byla agar6za zahtivana
na pfili§ nizkou teplotu, coz mélo za nasledek, ze se nerozpustila kompletné a v roztoku
zustavaly nerozpusténé cCastice. 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 agardzy
s pfidanymi PS nanocésticemi o velikosti 200 nm, které mély zapficinit lepsi zachyceni

rozptylu svétla kamerou.

7.3.1 Priprava vzorku

Priprava vzorkl agardzy byla kli¢ovou fazi pro méfeni bodu gelace. Inicialné jsme ex-
perimentovali s koncentraci 0,1 %, ktera se ukazala byt ptilis 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 opakovand méteni, cilili jsme na piipravu 10-20 ml 1%
roztoku agardzy. Roztok jsme nejprve michali a zahfivali na magnetickém michadle na
teplotu kolem 80 °C. Tato teplota se vSak ukazala byt nedostatecna pro uplné rozpusténi
agarozy, coz mélo za nasledek nekonzistentni data.

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

agarozy a pridani destilované vody jsme roztok zahfivali ve vodni lazni po dobu 20-30
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minut na teplotu 96 °C. Tento zpusob pfipravy se osveédcCil pro uplné rozpusténi agardzy
a zajisténi homogenniho roztoku.

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

vizualizaci zmén béhem gelace agarozy.

Agaroza [g] dH>O0 [g] Koncentrace [hm. %]
0,2401 24,0320 1,00 %

Tabulka 7.1: Priprava 1 % roztoku Cisté agarozy

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

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

Po ptiprave roztokt jsme vzorky prelili do kyvet, do kterych jsme zavedli teplomér pro
monitorovani teploty. Kyvety byly po jednom nasledné umistény do aparatury a zacali

jsme kamerou zaznamenavat specklové obrazce s postupné klesajici teplotou.

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

7.3.2 Méreni

Meéfeni bodu gelace agarozy bylo provedeno nejprve s 1 % roztokem Cisté agarozy bez
pridavku nanocastic. Vzorek byl postupné ochlazovan z pocatecni teploty 60 °C az na
konecnych 30 °C. Pro detailni sledovani zmén bylo méfeni 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 pribeh gelace v kritické oblasti blizké predpokladanému bodu gelace.
Parametry snimani se ménily v pribéhu méfeni podle toho, jak to vyzadovaly podminky
béhem experimentu:

e Pocet snimku: Pro kazdé méfeni bylo zaznamenano 1200 snimka.

o Expozicni ¢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, kterd byla snizena na 200 Hz v rozmezi 34 °C az 32 °C a na 100 Hz na teploté
30 °C, kdy bylo zaznamenano zpomaleni dynamiky procesu v dusledku zgelovani
vzorku.

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

512x512 pixell s nastavenim Pixel Binning 4x4.

66



V druhém meéfeni byl pouzit vzorek 1% roztoku agardzy s pridanymi 200 nm PS
nanocasticemi, u nichz bylo predpokladano, 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¢éfeni bylo opét rozdéleno do nékolika fazi:
pocatecni méfeni 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
mikrostrukturalni zmény v blizkosti o¢ekavaného bodu gelace. Po dosazeni 34 °C bylo

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

Kamera byla pfi tomto méteni nastavena nasledovné:
e Pocet snimku byl nastaven na 600
o Expozic¢ni ¢as byl jednotné nastaven na 0,005 s pro celé méteni
e Vzorkovacifrekvence byla nastavena na 200 Hz, coz umoznilo adekvatné zazna-
menavat dynamiku procesu v riznych teplotnich fazich.
e RozliSeni a Pixel Binning: RozliSeni zaznamenéavané oblasti bylo nastaveno na

512x512 pixell s nastavenim Pixel Binning 4x4.

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

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

Na zékladé vySe vysvétlenych metod zpracovani v kapitolach 7.2.1. — 7.2.3. bylo prove-
deno zpracovani dat. Na zavér prace pak dochazi k vyhodnoceni vysledka a urceni, ktery
z piistupt zpracovani mize byt pro urCeni bodu gelace nejrelevantné;si.

7.4.1 Vysledky prvni metody pres viskozitu

Nejdiive byla naméfena data zpracovana v programu MATLAB pomoci prvniho pfistupu

pres viskozitu, popsaném podrobné v kapitole 7.2.1.
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Nejprve byla data pro kazdou teplotu autozkorelovana a zobrazena v logaritmickém

méfitku. V grafech jsou pro ukazku vyneseny vzdy data pro vzorky s teplotou 40 °C,

analyza pro ostatni teploty vypada obdobné¢:
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Graf 7.1: Autozkorelovana data pii teploté 40 °C.
Vlevo 1 % roztok Cisté agardzy. Vpravo 1 % roztok agardzy + 200nm PS nanocastice

Relevantni usek dat byl ofiznut, aby se zaméfil pouze na dulezité ¢asti spektra, a nakonec

byla data proloZena linearni funkci pro kvantitativni vyhodnoceni zmén v zavislosti na

teplote a identifikaci bodu gelace.
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Graf 7.2: Ofiznuta data pii teploté 40 °C.
Vlevo 1 % roztok Cisté agardzy. Vpravo 1 % roztok agardzy +200nm PS nanocastice
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Graf 7.3: Oriznuty jest¢ mensi usek pii teploté 40 °C.
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Graf 7.4: Otiznuta data prolozena linearni funkci pri 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 v§echny mérené

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 realnym hodnotam viskozity pro agarézu. V kontextu nasi metody
vSak konkrétni numerické hodnoty viskozity nejsou pouzivany jako piimy ukazatel
fyzikalnich vlastnosti materialu. Technika je zaloZena primarné na pozorovani zmeény
viskozity v zavislosti na teploté, a ne na absolutnich hodnotach viskozity. Diraz je kladen
na identifikaci bodu, kde dochazi ke zménam téchto hodnot, coz je vyuzivano pro stano-
veni bodu gelace. To znamena, ze 1 kdyz namérené hodnoty nemohou byt interpretovany
jako presné udaje o viskozite, ukazuji relativni zmény v ochlazujicim se vzorku agarézy.
Pro jednoduchou orientaci Ctenafe v textu se vSak nadale bude pouzivat pojmenovani

tohoto parametru jako viskozita. V prabéhu experimentu se hodnoty viskozity u obou
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vzorkd nejprve ménily jen mirn€, coz svéd¢i o stabilni fazi pred zacatkem gelace. Avsak
pfi teplotach mezi 34 - 36 °C, doslo k prudké zmeéné téchto hodnot, coz indikuje zacatek
prechodu agardzy do gelového stavu. Tento bod, kde dochazi k nahlému naristu vis-

kozity, 1ze tedy oznacit jako bod, kdy zaCina dochazet ke gelaci jednotlivych vzorka

agarozy.

U vzorku cisté agardzy byla pii teploté 30 °C vypocitana zaporna hodnota vis-
kozity. To maze byt vysvétleno technickymi omezenimi méfici aparatury. Je to prav-
dépodobné zpasobeno tim, ze kdyZ dojde k tplné gelaci, pohyblivost ¢astic v agaroze se
rapidné snizuje a muze dosahnout bodu, kde je pohyb tak maly, ze kamerou by byl de-
tekovatelny pouze v dlouhém Casovém useku. V dasledku toho se mize zdat, ze viskozita
klesa az do negativnich hodnot, coz ukazuje na limitaci metody, kdy pfestava byt mozné
po zgelovani materialu zaznamenat relevantni data. Do grafl proto tato posledni hodnota
nebyla zahrnuta.

Pro lepsi vizualizaci a srovnani obou vzorkl — Cisté agardzy a agarozy s nanocasti-
cemi — byla zavislost viskozity na teploté vynesena do graft. Tyto grafy jasné ukazuji,

jak viskozita vzrusta v blizkosti teploty gelace:
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Graf 7.5: Zavislost viskozity na teploté roztoku 1 % cisté agardzy ve 2 ruznych méfitkach
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Na prilozenych grafech je zietelné vidét, jak se viskozita vzorkd agardézy meénila v za-
vislosti na teploté. Do teploty 38 °C viskozita témer nevykazovala zadné zmény, coz
sveédci o stabilnim stavu roztoku. Pti 36 °C doslo k mirnému nartstu viskozity, coz muze
naznacovat zac¢inajici mikrostrukturalni zmény v agaroze. Vyrazny skok v hodnotach vis-
kozity byl zaznamenan pii 34 °C, coz jednoznacné signalizuje probihajici gelaci. Pfi
dalSim snizovani teploty na 32 °C byla viskozita jiz enormné vysoka, coz ukazuje na

uplnou gelaci agarozy.

Zde nasleduji grafy zavislosti viskozity na teploté¢ u roztoku agardzy obsahujici

nanocastice ve 2 raznych méfitcich:

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

Na grafech zobrazujicich méfeni agarézy s pifidanymi 200 nm polystyrenovymi
nanocasticemi lze pozorovat podobnou zavislost viskozity, jako u vzorku bez nanocastic.
Do teploty 40 °C jsou hodnoty viskozity téméef neménné. Od teploty 38 °C vSak zacina
mirny narast viskozity, ktery pokracuje velmi pozvolna az do 35 °C. Pii 34 °C dochazi k

vyraznému narastu viskozity, coz signalizuje, ze v této fazi jiz zaCala gelace agarozy.
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Viskozita pfi 32 °C a 30 °C nadale nariista a zastava jiz velmi vysoka, coz potvrzuje, ze

agaroza s nanocasticemi uplné zgelovatéla.

Na rozdil od vzorku bez nanocastic vSak u vzorku s nanoc¢asticemi nedoslo k poklesu
hodnot viskozity do zapornych cCisel. To potvrzuje predpoklad, zZe nanocastice dobie

rozptyluji svétlo a diky tomu dokaze kamera lépe zachytit jeho fluktuace.

Z analyzy obou vzorkl — Cisté agardzy 1 agardzy s piidanymi nanocasticemi, byla teplota
gelace agardzy urCena v rozmezi 32 - 35 °C. Toto rozmezi bylo uréeno na zakladé
vysledki a pozorovani, ze proces gelace za¢ina priblizné€ u 35 °C a agardza dosahuje plné
gelace kolem teploty 32 °C. Presnost tohoto méfeni 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

prispélo k lepsi lokalizaci pfesného bodu gelace.

Dalsi nepresnosti mizou byt zplisobeny méfenim teploty uvniti kyvety, jelikoz neni
mozné umistit teplomér pfimo do mista, kudy prochazi laserovy paprsek. To by totiz nar-
usilo vysledné specklové pole. V disledku toho muze dochazet k mirnym odchylkam v
teploté, protoze teplomér registruje teplotu v jiné Casti kyvety nez je oblast, kterou ana-
lyzujeme. Tato skuteCnost muze vést k drobnym nepfesnostem ve vysledcich, coz je
dilezité brat v uvahu pii interpretaci méfenych dat. Idealni by bylo umistit cely systém

do kontrolovaného prostredi a teplotu presné fidit.

7.4.2 Vysledky druhé metody pres smérodatnou odchylku

Dale byla data vyhodnocena pomoci druhého pfistupu pres smeérodatnou odchylku, ktery
byl popsan v kapitole 7.2.2.

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

tenzit snimku, kde kazda hodnota intenzity je v rozsahu od 0 do 1.
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Vysledky pro vzorek ¢isté agardzy a agardzy s pridanymi 200nm PS nanocasticemi jsou

shrnuty v nasledujici tabulce:

1 % Agaroza 1 % Agaréza + 200 nm PS Nanocastice
Teplota | Smeér. odch. | Smér. odch. Teplota | Smeér. 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
36 296 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 vzorkl:
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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 teplot€ roztoku 1 % agarézy

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

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

useku. Data jsou tedy v tomto rozsahu jiz nerelevantni.

1 % Agardza + 200 nm PS nanocastice

1200
1000
800
600
400

200

Smérodatna odchlyka (Val)

Teplota [°C]

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 % agarozy s

nanocasticemi
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V piipadé 1 % agardzy s 200 nm PS nanocasticemi se pii analyze zavislosti smérodatné
odchylky intenzity na teploté neobjevuje prudky vykyv, jak bylo pozorovano u cisté
agarozy, ale ani nebyl zaznamenan vyraznéj$i pokles v oCekavaném rozmezi teplot, kde

by mélo dojit k gelaci.

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

s ocekavanym teplotnim rozmezim, kdy u agarozy zacina dochéazet ke gelaci.

Celkové lze zhodnotit, ze smérodatnd odchylka normalizované intenzity v obou
pripadech (Cista agardza a agardza s nanocasticemi) 1épe vypovida o bodu gelace nez

smérodatna odchylka intenzity.
7.4.3 Vysledky tieti metody pres intenzitu svétla
Dale byla nameéfena a vyhodnocena data pomoci tfetiho pfistupu pies mefeni intenzity

svétla, ktery byl popsan v kapitole 7.2.3.

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

zavislosti na teploté:

Agardza 1 % + 200 nm PS nanocastice
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Graf 7.11: Zavislost intenzity svétla na teplot¢ vzorku
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Na zaklade zavislosti intenzity svétla na teploté lze urcit, ze k prvnimu vyraznéj§imu
poklesu intenzity zaCina dochéazet pii teploté 37 °C. Intenzita nejvice klesa pfi teploté
kolem 33 °C, nasledn¢ se tempo poklesu zpomaluje. Lze se tedy domnivat, ze pfi teploté
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, které bylo
ur¢eno z predchozich dvou pfistupt analyzy dynamického rozptylu svétla. Skutecnost, Ze
bod gelace identifikovany prostfednictvim zmén intenzity lezi v ramci tohoto rozmezi,

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

V ramci praktické casti jsme se rozhodli ovéfit aplikovatelnost metod dynamického rozp-
tylu svétla na stanoveni bodu gelace nejen u agarozy, ale také na jinych systémech,
konkrétn€ na kolagenu. Tento krok byl motivovan snahou rozsifit spektrum materialt, na

kterych jsou nase metody schopny méfit

Kolagen, jako biopolymer s vyznamnymi strukturnimi a funkénimi vlastnostmi, me¢l ale
zasadni rozdil oproti agardze. Oproti agardze, kde gelace probiha reverzibilné, kolagen
podléhad nevratné gelaci, ktera je spojena s denaturaci. Tento proces zahrnuje rozpad
troj§roubovicové struktury kolagenu, coz muze mit za nasledek ztratu jeho pavodnich

vlastnosti a komplikace v ptipravé stabilnich vzorkd pro méteni rozptylu svétla.

7.5.1 Vysledky méreni kolagenu

Bohuzel, vysledna data ziskana z méfeni na kolagenu se ukazala jako nevérohodna a neu-
moznila spolehlivé urcit bod gelace. Neuspéch je pfimo spojen s vyzvami spojenymi s
ptipravou vzorku, zvlasté s problémy nevratné gelace a potencialni denaturaci kolagenu
béhem experimentalnich postupt a zahfivani vzorkd. Vyrazné strukturni zmény, které
kolagen podstupuje, ziejmée ovlivnily optické vlastnosti materialu a tim i moznost jeho

analyzy pomoci zvolenych metod dynamického rozptylu svétla.
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Graf 7.12: Autozkorelovana data méfeni kolagenu pii teploté 40 °C.
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Graf 7.15: Oriznuta data roztoku kolagenu prolozena linearni funkei pii teploté 40 °C.

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

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

Prestoze vysledky pro kolagen nebyly uspésné, studium tohoto materialu pomoci metod
dynamického rozptylu svétla nabizi zajimavé moznosti pro dal§i praci. Vzhledem k
vyznamu kolagenu v biomedicinskych aplikacich a materialovych védach, pokra¢ovani
v experimentech s kolagenem muze mit potencial zjistit, zda je mozné bod gelace t€émito
metodami spolehlivé zméfit. Usp&sné stanoveni bodu gelace kolagenu by pak mohlo byt
vyuzito v Sirokém spektru aplikaci, coz by pfineslo nové poznatky o dynamice gelace a

denaturaci kolagenu, a tim lepSi porozumeéni jeho vlastnosti a moznostem vyuZziti.
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Urceni bodu gelace agarozy bylo provedeno tifemi raznymi 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 ziskdna hodnota viskozity, pfi¢emz 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 teplote.
Treti pfistup, nejjednodussi, spocival v pfimém mefeni intenzity svétla, které proslo

vzorkem agarozy, a nasledném vyjadreni zavislosti intenzity na teploté vzorku.

Pro prvni dvé metody byly porovnany dva vzorky: prvni obsahoval 1 % cCistou agarozu,
druhy vzorek obsahoval 1 % agarozu s pfidanymi 200 nm PS nanocasticemi, kde se

predpokladala lepsi viditelnost fluktuaci rozptylu svétla pomoci kamery.

Z vysledkt prvnich dvou metod bylo urceno, Ze pro méteni 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
naméiené hodnoty viskozity u nejnizsi teploty dosahovaly az zapornych hodnot, coz pro
vysledky nemohlo byt relevantni. Z toho bylo vyvozeno, ze agardéza s pifidanymi

nanocasticemi se jevi jako lepsi vzorek pro pozorovani.

Z prvniho pfistupu pres viskozitu bylo ureno rozmezi gelace agardézy mezi 32 - 35 °C.
U druhého pfistupu pies smérodatné odchylky bylo zjisténo, ze relevantni zavislost
poskytuje pouze smérodatna odchylka normalizované intenzity. Z té bylo urceno, ze k
vyrazng€j§i zmeéné a tedy zahajeni gelace dochazi pti 36°C, zde bylo tedy ur¢eno rozmezi
34 -36 °C. U posledniho pfistupu pies méfeni intenzity svétla, které slouzilo jako ovéreni
predchozich metod, bylo vyvozeno, ze ke gelaci zafind dochazet mezi 33 - 36 °C.
Vsechny tfi metody byly schopny urcit viceméné stejnou teplotni oblast, kde k bodu

gelace dochazi.
Diky porovnani prvnich dvou pfistupti zpracovani specklovych poli a naslednému
ovéfeni teti metodou bylo zji§téno, 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 pres 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 parametrti, miize byt vhodnéjsi vyuzivat zpracovani dat pies

smérodatnou odchylku.

Urcené teplotni rozmezi bodu gelace agardzy bylo shledano v souladu s udaji, které
poskytli vyrobci pro specifické typy agardzy. Vyrobce Thermo Fisher Scientific uvadi
pro agarozu ,,UltraPure™ Agarose™ bod gelace mezi 34,5 a 37 °C. Dale vyrobce Sigma
Aldrich specifikuje pro agarozu 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 agarozy, coz potvrzuji i udaje od vyrobcu.
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Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit moznosti aplikace metod dynamického rozptylu
svétla k urceni bodu gelace u vybranych polymernich materialt. Na zakladé provedené
literarni reserse byly vybrany celkem tfi zpisoby méfeni, zalozené na metodé MSDLS, a

hlavnim studovanym materialem byla zvolena agaréza.

V teoretické Casti byl poskytnut uceleny uvod do problematiky dynamického rozptylu
svétla. Byly popsany zakladni optické jevy, principy rozptylu svétla, jednotlivé metody
dynamického rozptylu svétla, zaklady teorie gelace a také byla popsana agarédza a kola-
gen. Zamérem bylo poskytnout ¢tenafi komplexni zaklad pro pochopeni metod a aplikaci

v oblasti rozptylu svétla.

K urceni bodu gelace agardzy byly pouzity celkem tfi rizné metody. Prvni dva zpusoby
vyuzivaly metodu MSDLS a rozdil spocival ve zpracovani namétfenych dat. Prvni pristup
se opiral o analyzu zmén viskozity, kde bylo sledovano, 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 zavislosti na teplote.

Na zakladé provedenych méfeni, zpracovani dat a porovnani vysledkd z jednotlivych
metod, byl bod gelace agardzy urCen rozsahem teploty 32 - 36 °C. To odpovida teplote,

ktera je uvadéna vyrobci.

Vedle agar6zy byla metoda MSDLS otestovana 1 na vzorku kolagenu. Toto méfeni vSak
nebylo tspésné a neposkytlo relevantni vysledky, zejména z divodu naro¢né piipravy
vzorku. Vzhledem k vyznamu kolagenu v biomedicinskych aplikacich a materidlovych
veédach mize byt vyuziti metod dynamického rozptylu svétla k analyze kolegenu zajima-

vou oblasti dal§iho zkoumani v budoucnu.
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Prvni pristup 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 obrazku
DATA = double(imageData);

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

o® o° o°

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

figure ()
surf(odecet2)

o° of

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

end

for j = ? 600

Rval(j
end

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

vz
fz
t1

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

figure()
semilogx(tl,Rval)

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

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

(40xfz),40);

[xData, yDatal = 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°',

'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 = 1.380649x10"-23;
fi = ((pi)*1)/2;

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

D =TT/(q"2);

%es = 0.905

es = (kxT)/(3*xpixrxD)

'Location',

'NorthEast',

Zdrojovy kod 8.1: Kod 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),
DATA = double(imageData);

i) = mean(DATA(:)
i) = mean(nn(:))
end

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

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

'.tif'); %najde obrdazek
imageData = imread(Filename); %matice hodnot intenzity obrazku

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

readmatrix('teplota.txt');

A
B readmatrix('intenzita.xlsx");

tT = A(:, 1)
Temp = A(:,
I =28(:, 1);
tI = B(:, 2);

2);
for i = 1:4110

NexTem(i) = Temp(ix4);
end

NewI = I(1:4110);

NexTem = transpose(NexTem);

figure()
plot (NexTem,NewlI)

Zdrojovy kod 8.3: Koéd z MATLABuU, tfeti varianta zpracovani
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