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ABSTRAKT

V tejto diplomovej praci je diskutovand mikroreoldgia pomocou metddy fluorescencnej
korelacnej spektroskopie. Ako mikroreologické sondy boli vyuzité¢ fluorescenéne znacené
Castice 5 velkosti v rozmedzi 10-100 nm v prostredi r6zne koncentrovanych roztokov glycerolu
a Vv agarozovych géloch réznej koncentracie. Pomocou FCS bol zisteny difuzny koeficient
jednotlivych castic v jednotlivych prostrediach, na zaklade ktorého bola urcend viskozita
glycerolu, v ktorej dojde k zastaveniu danych &astic. Castice 0 velkosti 10 nm sa nezastavili ani
v 100 hm.% glycerole. V agar6zovych géloch dochadzalo pri kombinacii vyssej koncentracie
agardzy a vacsich Castic k narastu difuzneho koeficientu na nepravdepodobne vysoka hodnotu.
Pravdepodobne sa jednalo o autofluorescenciu agardzy a tato hodnota indukuje zastavenie
danych &astic v danych agarézovom géle. Dalej boli data z FCS merania prevedené pomocou
software MATLAB na MSD krivky. V praci je diskutovany vplyv jednotlivych experimentalne
zistenych parametrov na tvar tejto krivky, kedy bolo zistené, ze najzasadnejsi vplyv mé pocet
Castic a autokorelacné funkcia.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with microrheology measured via the fluorescence correlation
spectroscopy. As microrheological probes, fluorescently marked nanoparticles of 5 sizes in the
range of 10-100 nm, were used. The particles had been immersed in a variety of concentrated
glycerol solutions and agarose gels of different concentrations, and the FCS measurement
revealed a diffusion coefficient of individual particles in each environment. Based on the
coefficient, the viscosity of the glycerol needed to stop the particles could be determined.
Particles of 10 nm size were not stopped even by the 100 wt% glycerol. In the case of the
agarose gels, a combination of higher agarose concentration and larger particles resulted in an
increase in the diffusion coefficient to an unlikely high value. This was caused probably by an
agarose autofluorescence and the value indicates stopping of the particles in the given agarose
gel. Later, the data acquired by the FCS measurement were converted to MSD curves using
MATLAB software. The thesis discusses the influence of the experimental parameters on the
shape of the MSD curve. The results showed that the number of particles and autocorrelation
function have the most significant effect.
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1 UVOD

V stcasnej dobe l'udstvo zaziva najvacsi rozmach novych materialov za celt svoju historiu.
Vyuzitie nachadzaja nielen v priemysle a strojarenstve, ale aj v oblasti, ktora sa nas bytostne
dotyka — a to vo farmadcii a medicine. Medzi takéto materialy patria napriklad hydrogély, ktoré
sa vyuzivaju ako scaffoldy ¢i nosice lieiv. Aby boli ticto materialy bezpecné a fungovali tak,
ako je od nich vyzadované, je nesmierne dolezité tieto materialy detailne popisat’ a preskiimat’.

Popis materialu je mozny pomocou reoldgie, ktord studuje deformaciu a tok materialu. Pre
tuto techniku je nutny objem vzorku v mililitroch, ¢o mdze byt problémom pri charakterizacii
materidlov, ktoré je narocné ziskat’ vo va¢sich mnozstvach. Tento problém riesi technika zvana
mikroreologia. Pojem mikroreoldgia neoznacuje jednu metddu, ale zahriuje viacero technik.

Medzi jednu z takychto technik patri mikroreoldgia pomocou fluorescen¢nej korelaénej
spektroskopie. Tato metoda ma svoje zaklady vybudované uz viac ako 12 rokov, kedy Guigas
a spol. pomocou tejto metddy zistovali difizne vlastnosti fluorescenéne zna¢enych nanocastic
v zivych bunkach [1]. Experimentalny popis tejto metody priniesol o rok neskor vo svojej praci
Rathgeber a spol. [2]. No napriek tomu, ze tato metdda uz teda nie je najnovsia, patri medzi
malo pouzivané techniky a o jej merani a vyhodnoteni vyslo len vel'mi malo publikacii. Pre
ilustraciu, vedecka databaza Web of Knowledge na tému kI'aic¢ovych slov ,,FCS microrheology*
momentalne eviduje 5 vedeckych publikécii.

To je priblizne rovnaky pocet, ako pocet zavere¢nych praci, ktoré za poslednych par rokov
vznikli na tato tému na Fakulte chemickej, VUT v Brné. Prvou pracou bola praca Petry
Kabrtovej, ktora porovnavala techniku FCS mikroreologie s DLS mikroreologiou a video-
mikroreologiou [3]. Toto porovnanie v ramci svojej prace robil aj Jakub Mondek [4] a Zuzana
Hnyluchova [5]. Vsetky tieto prace sa zhoduji v tom, ze vyhoda FCS mikroreoldgie voci
ostatnym dvom metddam je zisk SirSieho rozsahu MSD a ¢asu a moznost’ ziskat’ data aj v tych
oblastiach, v ktorych DLS mikroreoldgia a video-mikroreoldgia neposkytuju spolahlivé
vysledky.

Tato praca nadvézuje na predchadzajuce experimenty prebichajiuce na Fakulte chemicke;.
Vzhl'adom k tomu, Zze v predchadzajucich experimentoch boli klady FCS mikroreologie uz
preskimané, praca sa zameriava na limitacie danej techniky. St hl'adané obmedzenia pre
jednotlivé velkosti Castic, za ktorymi uz tito technika nie je pouzitelna a zaroven su v praci
diskutované parametre, ktoré majt vplyv na vyhodnotenie dat.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Reologia

Pojem reologia je odvodeny od gréckeho slova ,,rhei”, ¢o v preklade znamena ,,tiect™. Toto
oznacenie bolo pre Studium deformacie atoku materidlu zavedené v dvadsiatych rokoch
minulého storocia americkym fyzikom Eugene Binghamom. Histéria tohto vedného odboru
siaha vsSak ovela d’alej do minulosti. Dala by sa datovat do roku 1678 kedy Robert Hook
sformuloval zaklady klasickej teorie elasticity [6]. V tom istom storo¢i Isaac Newton venoval
svoju pozornost’ kvapalinam a vyslovil predpoklad, ze odpor, ktory kladu dve susedné vrstvy
kvapaliny vzajomnému pohybu z nedostatku klzkosti je priamotimerny rychlosti, s akou st
Casti kvapaliny od seba vzajomne oddelené [7]. Nedostatok kizkosti popisany Newtonom sa
Vv stcasnosti oznacuje ako viskozita. Predpoklad, ktory vyslovil, je dnes znamy ako Newtonov
zakon a znazornuje ho paralelny doskovy model na obrazku 1 [6].

-

Obrazok 1: Paralelny doskovy model [8]

Tento model popisuje rychlostny tok Vv kvapaline medzi nepohybujucou sa (spodnou)
a pohybujicou sa (vrchnou) doskou. Kazda vrstva v kvapaline sa pohybuje rychlejsie ako
vrstva pod fou. Vzdialenost’ medzi doskami je h, vrchna doska ma plochu A a do pohybu je
uvedena silou F. Aby dochadzalo k laminarnemu $Smykovému prideniu, na kvapalinu musi
posobit’ vonkajsia Smykova sila, ktora ma formu $mykového napétia a. Definuje ho rovnica (1)

4 @
o=—
A
kde o je Smykové napitie, F je silaa A je plocha vrchnej dosky.
V reakcii na tuto silu sa horné vrstva posunie o vzdialenost’ x, zatial’ ¢o spodna vrstva ostane
na mieste. Gradient tohto posuvu je relativna deforméacia pri namahani v Smyku y (u tuhych

latok sa nazyva skos y), vyjadruje ho rovnica (2)



Yy = 2

SR

kde y je relativna deformacia pri namahani v Smyku, x je vzdialenost’, o ktora sa posunie vrchna
doska a h je vzdialenost’ medzi spodnou a vrchnou doskou.

U tuhych latok bude tato deformacia konecna, ale u tekutin, kde sa zlozky mo6zu pohybovat’
voCi sebe navzajom, sa bude relativna deformacia zvySovat s casom. To vytvori gradient
rychlosti nazyvany rychlost’ Smyku alebo rychlost’ deformacie y (3)

dy

o ®)

14
kde y je rychlost’ deformacie a dy podl'a dt oznacuje zmenu relativnej deformacie v Case.
Koeficient proporcionality medzi $mykovym napitim o a rychlostou deformacie y je
definovany ako dynamicka viskozita 1, ktora je kvantitativnym meranim vnutorného trenia
kvapaliny a stvisi so stratou kinetickej energie v systéme. Vyjadruje ju rovnica (4)
o (4)

"y

kde 1 je dynamicka viskozita, o je Smykové napitie a y je rychlost’ deformacie [8].
2.1.1 Newtonovské a nenewtonovské kvapaliny

Model znazorneny na obrazku 1 plati v pripade newtonovskych kvapalin, ktoré su idealne
viskozne a viskozita je zavisla len na teplote. Ich Smykové napitie je definované Newtonovym
zakonom Viskozity, ktory popisuje rovnica (5)

T=ny )

kde sucinitel’ T je dotyEnicové napitie, 11 je dynamicka viskozita a y je rychlost’ deformacie [9].

Kvapaliny, pre ktoré klasicky Newtonov zékon viskozity neplati a ich rychlost’ deformacie
nie je priamo Umerna napitiu sa nazyvajiu nenewtonovské kvapaliny. Ich viskozita zavisi na
aplikovanom strese alebo sile a moze sa menit’ s ¢asom. V zavislosti na svojich vlastnostiach
sa delia na dve hlavné skupiny — na viskoelastické nenewtonovské kvapaliny, a na neelastické
nenewtonovské kvapaliny, ktoré je mozné rozdelit' na kvapaliny ¢asovo zavislé a Casovo
nezavislé. U Casovo nezavislych nenewtonovskych kvapalin viskozita na case nezavisi
a nelinearny vztah medzi Smykovym napétim 7 a Smykovou rychlostou a y sa zapisuje podl'a
rovnice (6).

t=f®) )

Podl'a funkénej zavislosti v rovnici (6) sa ¢asovo nezavislé nenewtonovské kvapaliny
rozliSuji na pseudoplastické kvapaliny, u ktorych viskozita klesa s rychlostou deformacie,
dilatantné kvapaliny, u ktorych viskozita rastie s rychlostou deformacie a Binghamské
kvapaliny, ktoré tec aZ od urcitého napétia.

V pripade ¢asovo zavislych kvapalin su vlastnosti kvapaliny zavislé na dobe pdsobenia
napitia. U tixotropnych kvapalin s dobou pdsobenia napdtia viskozita klesd, zatial' o
u reopexnych kvapalin s dobou posobenia napétia viskozita rastie [10]. llustruje to obrazok 2.
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Obrdzok 2: Rozdelenie kvapalin na zdklade zavislosti Smykového napdtia t na Smykovej rychlosti y
2.1.2 Viskoelastické vlastnosti

Reoldgia sa zaobera aj deformaciou tuhych materialov, aj tokom tekutin, no najma sa zaobera

spravanim komplexnych viskoelastickych materialov, ktoré sa po odstraneni napitia ¢iastocne

vratia do povodného tvaru. Tie nie st ani idealne pevné latky, ani idealne tekutiny. Patri medzi

ne vel’ké mnozstvo realnych materidlov, najmd materialy s vnatornou $truktarou tvorenou

koloidnymi cCasticami, vldknitymi polymérmi ¢i inymi supra-molekulovymi usporiadaniami.

V dosledku zloZitej vnltornej Struktiry sa utychto materidlov vztah medzi napétim

a deformaciou neda jednoducho definovat’ elastickymi a viskozitnymi konstantami. Je funkciou

Casu, smeru a rozsahu deformacie [11].

o/ w

-

1 1

|1
|
i

_|_

Obrazok 3: Casova zavislost napitia o a deformdcie € u viskoelastickych materidlov [12]
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Vztah medzi napitim a deforméciou sa U viskoelastickych latok da ilustrovat’ pomocou
obrazku 3. Pre idealne elasticky material (idealna pevna latka) je zmena napétia a deformacie
harmonicka s rovnakou frekvenciou a je vo faze, ¢ize fazovy posun je § = 0. Idealne viskozny
material (idedlna kvapalna latka) ma fazovy posun § = 90°. Z obrazku 3 je mozné vycitat,
ze fazovy posun pre viskoelasticky material lezi v intervale § € (0, m/2) [13], pricom 45°
predstavuje hranicu medzi vlastnostami podobnymi pevnej a kvapalnej formy. Této hodnota
moze indukovat’ v géloch bod, v ktorom dochadza k tvorbe siete. Pri praci s polymérnymi
systémami je fazovy posun Casto vyjadreny ako stratova tangenta (tan &) [8].

Z obrazku 3 je dalej zrejmé, ze deformaciu € je mozné vyjadrit’ nasledujicim spdsobom
podla rovnice (7).

£ =gy sinwt (7
A napitie o podl'a rovnice (8)
0 = o0y sin(wt + §) (8)

kde v oboch rovniciach je w uhlova frekvencia, t je Cas, § je fazovy posun, &, je po¢iato¢na
deformadcia a g je pociatocné napitie.

Cast’ mechanickej energie, ktora je vlozena pri namahani do viskoelastickych materialov sa
ulozi a vyuzije sa pri naslednom odlahéeni, ¢o je elastickd ¢ast’ reprezentovana elastickym
modulom E” v komplexnom module pruznosti E* (resp. G* v komplexnom §mykovom module
G*) a Cast’ sa v nevratnom procese premeni v tepelnt energiu, ¢o charakterizuje stratovy modul
E” v komplexnom module pruznosti E* (resp. G’'v komplexnom $mykovom module G*)
reprezentujuci viskozne vlastnosti materialu [12] [13].

Elasticky modul je mozné vyjadrit’ nasledovne (9),

E =2 coss
=5 cos 9)
stratovy modul obdobne (10)
= Oop . 5
s sin (10)

a nakoniec, komplexny modul pruznosti E* ma tvar rovnice (11)
E*=E +iE” (11)

kde i je imaginarna jednotka.
Obdobnym sposobom moézZe byt’ odvodeny aj komplexny Smykovy modul G* a jeho zloZky.
Komplexny $mykovy modul ma potom tvar podl'a rovnice (12)

G*'=G +iG” (12)

kde G’ je elasticky modul, ktoré reprezentuje realnu cast’ komplexného $mykového modulu
a stratovy modul je G, ktory reprezentuje imaginarnu Cast’ tohto modulu [13].

11



Tento vztah je mozné zobrazit' na Argandovom diagrame (Obrazok 4), ktory umoziuje
grafické znazornenie komplexnych c¢isel. Osa X predstavuje realne Cisla aosa y disla

imaginarne, ¢o umoziuje aby komplexné ¢isla boli vynesené ako body v rovine definovanej
dvoma osami [14].

Im

G =G +iG"

53

>
G’ Re
Obrazok 4: Argandov diagram zndzornujuci vztah medzi komplexnym §mykovym modulom a jeho

redlnou a imagindarnou zlozkou [8]

S pouzitim trigonometrie je mozné vektorovo znazornit’ viskdzne a elastické prispevky ako
je zobrazené na obrazku 5, z ktorého je mozné vyvodit’ nasledujice goniometrické vztahy.
Elasticky modul G” je mozné vyjadrit’ pomocou rovnice (13),

G =G"cosé (13)
pre stratovy modul G” plati rovnica (14),
G"=G"siné (14)

a komplexny Smykovy modul G* je mozné za pomoci elastického a stratového modulu vyjadrit’
nasledovnym spdsobom podla rovnice (15).

15
G* — (Glz + G//Z) ( )

A nakoniec, pre stratova tangentu tan & plati vztah (16).
(16)

tand = —
an G

12



G‘V

v

Obrazok 5: Geometrické vztahy medzi G* a jej zlozkami G"a G "’
2.2 Brownov pohyb

Neustaleny a neusporiadany pohyb vel'mi malych ¢astic bol po prvy raz pozorovany v roku
1827 anglickym botanikom Robertom Brownom, ktory pod mikroskopom skiimal malé pelové
zrnka [15]. Na jeho pocest’ tento pohyb Castic v mikroheterogénnych a koloidnych systémoch
dostal nazov Brownov pohyb. Tento chaoticky termicky pohyb, ktory je prebieha v réznom
smere aroznou rychlostou po zlozitej drahe, je vykonavany v dosledku zrazok disperznej
Castice s vel'kym poctom molekul disperzného prostredia. S rasticou vel'kost'ou a hmotnostou
Castice sa zvySuje pravdepodobnost’ kompenzacie narazov, preto Castice s va¢sim efektivnym
polomerom ako 4 um vykonaju len vibraény pohyb atepelny pohyb uz nie
je pozorovatel'ny [16]

Obrdzok 6: Hrubé priblizenie pohybu castic pri Brownovom pohybe, strana Stvorca predstavuje dizku
3 um, pricom kazda zo zakreslenych tiseciek predstavuje priblizne 10 nepozorovatelnych posunuti
Jjednej castice. Naviac sa Brownov pohyb deje v priestore a obrazok zachycuje priemet do roviny

zorného pola mikroskopu [17].
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Chaoticky pohyb castic neumoznuje stanovit’ ich okamziti rychlost’, preto je nutné nan
pouzit’ Statisticky pohl'ad. Tymto pohl'adom sa na Brownov pohyb nezavisle na sebe pozreli
v roku 1906 Marian Smoluchowski [18] a chvilu pred nim, v roku 1905, Albert Einstein
VO svojej praci O pohybe malych castic suspendovanych v nehybné kvapaline, predpokladanom
molekuldrne-kinetickou teorii tepla [19]. Intenzita nepravidelného pohybu s kl'ukatou trasou
je charakterizovana pomocou zaznamenavania zmeny suradnice ¢astice VO zvolenom smere
(posun castice x) V pravidelnych ¢asovych intervaloch t. Na zaklade kinetickej teorie je mozné
vypocitat’ pravdepodobnost’ P pohybu ¢astic v akomkol'vek smere pocas urcitého ¢asového
intervalu t v médiu, ktorého difuzny koeficient je znamy. Pravdepodobnost’ je potom ur¢ena
nasledovne (17)

—x2
2VnKt

kde P je pravdepodobnost’ pohybu Castic v akomkol'vek smere, x” je posun Castice, t je ¢asovy
interval a K je konStanta, ktora ma poloviéna hodnotu difuzneho koeficientu prostredia.
V grafickom zndzorneni je mozné vyniest' pravdepodobnost’ P voci posunu x, vd’aka ¢omu
dostaneme Gaussovu krivku, ktord je typickd pre nahodné premenné, ktoré st su¢tom inych
nezavislych $tatisticky identickych nahodnych premennych [20].

Matematickymi tGpravami rovnice (17), ktoré zahriiuju integraciu, je mozné dostat’
nasledujticu veli¢inu rozmeru diZky, ktora sa nazyva stredny posun < x? >. Tato veli¢ina je
Statistickou charakterizaciou intenzity tepelného pohybu (18),

< x% >12= (Kt)1/? (18)

kde K je konstanta, ktora ma poloviéna hodnotu difizneho koeficientu prostredia a t je ¢asovy
interval [21].

2.2.1 Difazia

V makroskopickej mierke sa tepelny pohyb prejavuje ako difuzia. Ktomu javu dochadza
v dosledku translacného pohybu castic v ststavach s koncentraénym gradientom. Rychlost’
difazie je v stacionarnom prostredi vyjadrena difiznym tokom J;, ktory je definovany ako
latkové mnozstvo difundujicej zlozky, ktoré za jednotku Casu prejde jednotkovou plochou
kolmou k smeru difuzie [16].

Ak rovinné koncentra¢né rozhranie oddel'uje systém o vy$sej koncentracii ¢; na l'avej strane
od roztoku o niz$ej koncentracii ¢, na pravej strane, vd’aka tepelnému pohybu je v celkovej
bilancii zaznamenany difizny tok zl'ava doprava, imerny rozdielu koncentracii ¢; — ¢, Vztah
medzi intenzitou difizneho roku a koncentraénym spadom vystihuje I. Fickov zakon (19)

Ji=-D; (%) (19)

kde x je priestorova suradnica v smere koncentracného spadu, D; je difuzny koeficient
a J; je difuzny tok [21].
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I. Fickov =zikon plati v pripade jednorozmernej stacionarnej difezii. V pripade
nestacionarnej difiizie sa koncentra¢ny gradient meni s Casom a diftzny tok sa meni s polohou.
Popisuje ju Il. Fickov zakon, ktory znazornuje rovnica (20) [16].

D; <§_chi>t = (%)x (20)

Ako bolo naznacené v kapitole 2.2, medzi difiznym koeficientom, ktory je mierou rychlosti
difuzie a strednym posunom, ktory je charakteristikou intenzity tepelného pohybu, je vzajomny
vzt'ah. Matematickymi uvahami a naslednymi Gipravami porovnania rovnic (17) a (20) je mozné
dospiet’ k jednoduchému vztahu (21)

_<x?>

= 21
D= @)

kde D; je diftizny koeficient, < x? > je stredny kvadraticky posun a t je ¢asovy interval [21].

Ak je mozné zanedbat’ vplyv vonkajsich sil a je uvazovana len diftizia, posobi na disperzné
Castice hybna sila diftzie, ¢o je gradient chemického potencialu. Proti nej posobi brzdna sila
prostredia - trecia sila, ktora je umerna rychlosti pohybu castice. Akonahle sa tieto sily
vyrovnajl, nastava ustaleny stav. Z rovnosti tychto dvoch sil v ustalenom stave dostaneme
Einsteinovu rovnicu pre difizny koeficient (22)

kgT
Di=%
l

kde ky je Boltzmanova konstanta, ktord ma hodnotu 1,381-:10% J-K%, T je termodynamické
teplota a f; je frikény Kkoeficient, ktory zavisi na teplote, rozmeroch a tvare Castic a na

(22)

vlastnostiach disperzného prostredia. V systéme s izometrickymi casticami je ho mozné
vyjadrit’ Stokesovou rovnicou (23)

fi = 6mnor; (23)
kde ; je polomer Castice a 1, je viskozita disperzného prostredia [16].
Spojenim rovnice (22) a (23) je mozné dostat’ znamu Stokes-Einsteinova rovnicu (24)
_ kgT
Lbmn,r;

(24)

kde kz je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, r; je polomer Castice a n, je
viskozita disperzného prostredia [16].

Rastuca zavislost’ difizneho koeficientu na teplote je sposobena dvoma dovodmi. Prvym
dovodom je, Ze diftzia je dosledkom tepelného pohybu a jej hybna sila je rovna stcinu kgT.
Druhym dévodom je klesajuci trend viskozity kvapalného disperzného prostredia v zavislosti
na teplote. Vzhl'adom k rovnici (21) je tieto zavery mozné aplikovat’ aj na stredny posuv [21].

Na zéklade jednouchého vzt'ahu v rovnici (21) je mozné nasledne dospiet k Einstien-
Smoluchowského rovnici (25), ktorti nezavisle na sebe objavili Einsten (1905) a Smoluchowski
(1906)
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< x%>= (25)

kde kg je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, t je Casovy interval, r; je
polomer Castice a 7, je viskozita disperzného prostredia [16].

2.3 Mikroreologia

Reologické merania sice poskytuju radu dolezitych informécii o materiéli, no nie su vhodné pre
vSetky systémy. Pre tieto merania je potrebny objem vzorku v mililitroch, ¢o méze byt problém
pri merani vzacnych materidlov a biologickych vzoriek, ktoré je tazké ziskat vo vécSich
mnozstvach. Okrem toho, konvenéné reometre neumoziuju lokalne meranie v nehomogénnych
systémoch. Na rieSenie tychto problémov vznikla nova trieda technik - mikroreoldgia [22].

Vseobecnym principom mikroreologie je vyuzitie mechanickej sondy ¢o najmensich
rozmerov, ktora deformuje médium. Typicky sa ako sondy pouzivaji chemicky inertné sférické
Castice s priemerom od stotin mikrometra az do niekol'’kych mikrometrov. Tieto sondy v spojeni
s mikroskopickymi technikami s vysokym rozliSenim umoziiuju meranie reologickych
vlastnosti v mikrometrickej mierke. Mikroreologické techniky je mozné rozdelit’ na metddy,
ktoré zahfnaju aktivnu manipuldciu sondou vo vzorku (aktivna mikroreologia) a metody, ktoré
vyuzivajii Brownov pohyb sond vo vzorke (pasivna mikroreologia) [23].

2.3.1 Aktivna mikroreoldgia

Aktivne mikroreologické metody vyzaduji zlozitejSie pristrojové vybavenie ako pasivne
metddy, ale st univerzalnejSie. Umoziuju meranie tvrdSich vzoriek a vzoriek s nelinearnou
reologickou odozvou [11]. Casticami sondy je aktivne manipulované prostrednictvom
magnetickych poli, elektrickych poli alebo mikromechanickych sil. Princip merania je obdobny
ako pri klasickej reologii — na vzorku pdsobi vonkajSie napidtiec a zmeria sa vysledna
deformacia. Rozdiel je vtom, ze sonda deformuje material len lokalne a ziska sa lokalna
viskoelasticka odozva [22]. Namerané data je potom mozné previest’ na komplexny Smykovy
modul pomocou integralnych transformacii [11].

Historia tejto techniky siaha do dvadsiatych rokov minulého storo€ia, kedy Freundlich
a Seifriz Studovali vlastnosti Zelatiny za pouzitia malych magnetickych castic [24]. Medzi
prvymi metodami, ktoré boli vyuzivané patrila mikropipetova aspiracia, ktora bola neskor
rozvinuta tak, aby zahfiiala aj asovo zavislé efekty. Dalej sa v tejto oblasti vyuZziva
kvantitativna metdda tecenia a magneticka krutiaca cytometria. Vyuzivaju sa aj optické pinzety
a mikroskopia atomarnych sil [11].

2.3.2 Pasivna mikroreologia

Pasivne metddy st v porovnani s aktivnymi metdédami vhodnejSie pre miksie materidly, st
'ahko kalibrovatel'né a da sa pri ich merani vyuzit' vel’ké mnozstvo nastrojov [11]. Na rozdiel
od aktivnych mikroreologickych technik, ktoré meraju odozvu na externu hnaciu silu, pasivne
merania vyuzivaji na meranie reologickych vlastnosti iba tepelnti energiu vloZenych castic,
ktora je urCend kzT. Materialy pre toto meranie musia byt preto dostatocne mékké, aby bol
pohyb vnorenych castic detekovatel'ny len s ich energiou kgT [22].
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Tepelny pohyb sondy zavisi v homogénnom elastickom médiu od tuhosti lokdlneho
mikroprostredia. Rovnost'ou tepelnej energie sondy o polomere a s elastickou energiou, ktora
je potrebna na deformaciu materidlu s elastickym modul G” je mozné dostat’ nasledujucou
rovnicu (26)

kT G '1?

@ a (26)

kde kg je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, a je polomer sondy, G’ je
elasticka zlozka modulu pruznosti a L znaéi dizku posunu. Vzhl'adom k tomu, Ze pre vaésinu
materidlov pouzivanych na tieto merania, nie je mozné vyrazne menit’ teplotu, vrchna hranica
elastického modulu G°, ktord je mozné merat, zavisi od velkosti vlozenej sondy
a od rozlisovacej schopnosti konkrétnej metody rozliovat’ dizku posunu jednotlivych Gastic L.
Vicsina pouzivanych metdd dokaze rozlisit’ posun v rozsahu 1 A az 10 nm, ¢o umozZiiuje na
meranie vyuzit' ¢astice 0 vel'’kosti mikronov a S modulom pruznosti 10 az 500 Pa [22].

Pohyb jednotlivych castic v ¢ase popisuje korelacnad funkcia, ktora nesie nazov stredna
hodnota §tvorca posunu MSD. Tato funkcia je definovana pomocou rovnice (27)

MSD = ([#(t + 1) = X()]* + [y(t + 1) — y(O)]* + [Z2(t + 1) — Z(D)]?) (27)

kde 1 je oneskorenie, t je Casovy interval a X,y a Z reprezentuji polohu &astice [25].

Zavislost MSD castic na Case zavisi od povahy materidlu. Ak je materidl Cisto viskézny,
zavislost MSD na Case je linearne rastuca so sklonom jedna v grafickom znazorneni. Na rozdiel
od toho, v elastickych materidloch MSD s ¢asom nevykazuje ziadne zvySenie a len kolise okolo
urcitej rovnovaznej polohy. Viskoelastické materidly sa pohybuju medzi tymito dvoma
pripadmi a ich sklon v grafickom vyjadreni je v rozmedzi nula aZ jedna. Tieto materialy Casto
vykazujii odlisné viskoelastické vlastnosti v roznych ¢asovych intervaloch, takze sklon
takéhoto grafu sa m6ze menit’ v celom experimentalne pozorovanom rozsahu [25]. Graficky to
znéazornuje obrazok 7.

viskozne f€hovanie
viskdézne
elastické

chovanie

MSD [nm?]

viskoelastické

v

korelacny cas [s]

Obradzok 7: Ukdzka prikladu MSD pre viskozny a viskoelasticky materidl
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Castice vlozené do ¢&isto viskozneho prostredia maju MSD definované nasledovne (28)
MSD = 2dD;t (28)

kde d je dimenzia, D; je difuzny koeficient a T je ¢asova odchylka. Diftizny koeficient je mozné
vyjadrit’ podl'a Stokes-Einsteinovej rovnice (24), ktora je popisana Vv kapitole 2.2.1 [25].

MSD castic vlozenych do viskoelastického média ma voci difiznemu koeficientu zlozitejsi
vzt'ah. Na vyjadrenie mdze byt pouzita zovSeobecnena Stokes-Einsteinova rovnica (29), ktora
zohl'adnuje viskoelasticitu takéhoto materialu ako viskozitu zavisla na frekvencii

kgT

G(s) = was{Ax?(s))

(29)
kde (Aiz(s)) je Laplaceova transformacia MSD, G(s) je viskoelastické spektrum, s je
Laplaceova frekvencia, T je termodynamicka teplota a kg je Boltzmanova konstanta [25].

2.4 Fluorescencia

Fluorescencia je typ luminiscencie, ktory je spOsobeny absorpciou elektromagnetického
ziarenia molekulou v zakladnom singletovom stave So. PO absorpcii foténov sa zmeni
energeticky stav molekuly. Molekula prejde do excitovaného singletového stavu Si, v ktorom
je elektron v excitovanom orbitdly sparovany s druhym elektronom nadchadzajucim sa
Vv orbitaly zakladného stavu. Nedochadza teda ku zmene spinu elektronov. Tieto prechody su
z kvantovo-mechanického hladiska dovolené, v dosledku ¢oho je navrat do zakladného stavu
rychly. Dochadza k nemu emisiou fotonu o nizSej energii, ako mal foton prijaty pri
absorpcii [26].

Pri prechode do vysSieho energetického stavu moze dojst’ ku zmene multiciplity spinov.
V tom pripade re¢ uz nie je o fluorescencii, ale o fosforescencii. Molekula sa nachadza
v excitovanom tripletovom stave Ti, v ktorom maja elektrony rovnaky spin a prechod na
zakladnu hladinu so je z hladiska kvantovej mechaniky nedovoleny. Molekula preto moze
zostat’ v excitovanom stave po dlhsiu dobu a fosforenscencia ma tak dlhsi dosvit [27].

Okrem fosforescencie a fluorescencie, pri absorpcii fotonov moéze dochadzat aj
K neziarivych deaktivaénym procesom. Molekula fluoroforu sa po excitacii svetlom vhodnej
vinovej dizky nachadza v jednej z mnohych vibraénych hladin Vv niektorom moznom
excitovanom singletovom stave Sn. To, ktory excitovany singletovany stav elektron obsadi,
zévisi od pravdepodobnosti prechodu a excitaénej vlnovej dizky. Po excitacii na vyssi
excitovany stav Sp molekuly relaxuju prostrednictvom vnttornej konverzie na vyssi vibrany
stav prvého excitovaného singletového stavu Si. Potom nastdva vibra¢na relaxacia, ¢o je
tepla. V zavislosti od molekularnej Struktiry moéze nasledne dojst’ k spontannej emisii
fluorescenéného fotonu a k prechodu elektronu na zakladnu singletova hladinu So. Alebo méze
dojst’ k medzisystémovému prechodu, pri ktorom dojde k prechodu elektronu z excitovaného
singletového stavu Si do excitovaného tripletového stavu T, ktory ma nizsiu energiu. Pri tomto
prechode dochadza ku zmene spinu elektronu a navrat na zakladnu singletovt hladinu Sp je bud’
prostrednictvom  fosforescencie alebo oneskorenej fluorescencie, kedy sa elektron
z tripletového stavu vrati do excitovaného singletového stavu a odtial’ na zakladnt singletova
hladinu [28]. Tieto popisané procesy st znazornené na Jabtonskiho diagrame na obrazku 8.
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Obrdzok 8: Jabtonskiho diagram schematicky zobrazuje energetické stavy v molekule a procesy,
ktorymi molekula prechdadza jednotlivymi stavmi. So oznacuje zakladny singletovy stav, S1a Sz su

excitované singletové stav a Tije excitovana tripletovy stav.
2.4.1 Fluorescen¢na korela¢na spektroskopia

Fluorescen¢na korela¢na spektroskopia (FCS) je technika zaloZzenda na zaznamenavani
a analyzovani ¢asovej fluktuacie intenzity fluorescencie emitovanej fluoroforom. Zo ziskanych
dat je moZzné stanovit’ fyzikadlne a chemické parametre, ako napriklad translaény difuzny
koeficient, prietokovll rychlost, chemické rychlostné konstanty, rotaény diftzny koeficient
¢i molekulové hmotnosti [29].

Pri merani FCS sa snima signal z malej ohniskovej oblasti — konfokalneho objemu, ktory je
priblizne 1 femtoliter. Vzhl'adom k tomu, Ze na toto meranie sa vyuZzivaji vzorky s radovo
nanomolarnou koncentraciou, v tomto objeme sa priemerne nachédza jedna fluoreskujuca
molekula. Vd’aka tomu sa na fluktuacii signalu vyrazne prejavi to, ako molekuly termalnym
pohybom prejdu cez konfokéalny objem. Tento signél je potom podrobeny Statistickej analyze,
Z ktorej je mozné urCit’ napriklad priemerni dobu, ktor molekula stravila v konfokalnom
objeme, diftizny koeficient a koncentraciu danej latky [30].
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Na meranie FCS sa vyuziva konfokalny mikroskop. Jeho schéma je znazornend na
obrazku 9. Ako zdroj excita¢ného Ziarenia sa pouZiva laser 0 vhodnej vinovej dizke. Toto
excitacné ziarenie je pomocou dichroického zrkadla nasmerované do objektivu. Vzhl'adom
K tomu, ze vacSinou sa pouzivaji vzorky vo vodnom prostredi, objektiv sa zvycajne pouziva
s vodnou imerziou a s vysokou numerickou aparatirou, vd’aka ¢omu je ziarenie zaostrené na
difrakéne obmedzeny bod. Emitované ziarenie je zberané tym istym objektivom a prechadza
opit’ cez dichroické zrkadlo a emisny filter. Nasledne prechadza cez pinhole, ktora efektivne
blokuje akykol'vek fluorescencny signal, ktory pochddza mimo ohniskovi oblast, ¢im
obmedzuje konfokalny objem aj v axidlnom smere. Emitované ziarenie je potom nasmerované
na detektor, ktory snima signal [31].

°

Konfokalny objem .

)

e Fokusaény paprsok

Laser | ) | | / Dichroické zrkadlo

Excitacny filter
m—— Emisny filter

Sosovka

\ ‘ Detektor 1

Pinhole

Obrdzok 9. Znazornenie konfokalneho objemu a schematické zndzornenie konfokalneho mikroskopu,

kedy oranzovou je zndzornené excitacné Ziarenie, modrou emisné
2.5 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (DLS) alebo tiez nazyvany kvazielasticky rozptyl svetla (QELS) je
neinvazivna technika vhodna pre meranie velkosti ¢astic v submikronovej oblasti. Principom
je meranie fluktuacie intenzity rozptyleného svetla z laserového zdroja okolo priemernej
hodnoty daného vzorku [32]. Monochromatické dopadajuce svetlo bude podlichat javu
zvanému Dopplerovo rozsirenie, pretoze ¢astice sa neustale pohybuji termalnym Brownovym
pohybom. V désledku toho je rozptylené ziarenie v interferencii — bud’ je v destruktivnej faze
anavzijom sa vyrusi alebo v konstruktivnej faze a vytvori detekovatelny signal [33]. Cim
rychlejsie sa Castice pohybujl, tym je zmena intenzity rozptylného svetla rychlejSia. Rychlost’
tychto zmien je teda priamo zavisla na pohybe molekuly [32].
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Z fluktuacie intenzity rozptyleného svetla je mozné ziskat’ autokorelacnt funkciu, z ktorej
je nasledne mozné dostat’ diftzny koeficient a z neho prostrednictvom Stokes-Einsteinovej
rovnice informdciou o velkosti. Dolny limit vel'kosti je niekol’ko nanometrov a zavisi na Sume
Vv signaly, horny limit je niekol’ko mikrometrov a je ureny sedimentaciou Castic [34].

Korelatna funkcia opisuje pohyb skumanych molekal amdéze byt vyjadrena
nasledovne (30)

I+ )
gZ(T) - <I(t))2

kde g,(t) oznacuje korela¢nt funkciu, I znaci intenzitu, t znaci dobu trvania a T 0znacuje

(30)

casovu odchylku. Zatvorky oznacuji priemerovanie vlastnosti pocas doby trvania
experimentu t [33]. Pri velkej ¢asovej odchylke t st I(t) a I(t + T) na sebe nezavislé, zatial
¢o pri vel'mi kratkom ¢asovom oneskoreni z zavislé su [35].

V typickom DLS experimente vSak nie je mozné presne rozoznat’ pohyb jednotlivych castic
Vv roztoku, preto sa pohyb Castic voci sebe koreluje pomocou funkcie korelacie elektrického
pola g,(tr). Tato korelaéna funkcia méze byt pomocou Siegertovho vztahu prepojena
s rovnicou (30) na zaklade aproximacie, ze fotodektor snima len rozptylené Zziarenie a ze
pocitanie fotonov je nahodnym Gaussovym procesom. Rovnica (31) ma tvar

g1(®) = B + Blg:(DI? (31)

kde B je baseline, £ je koheren¢ny faktor, ktory zavisi na vlastnostiach detektora a skimanych
molekl, a g, (7) je funkcia korelacie elektrického pol'a [33].
V pripade gulovitych castic rovnakej velkosti je mozné korela¢ni funkciu vyjadrit
V exponencialnom tvare (32)
T

o) = exp () (32
kde parameter g(7) je korelacna funkcia, T je Gasova odchylka a T. je parameter imerny
difiznemu koeficientu D; Castic, ktory je mozné vyjadrit’ nasledovne (33)

re= 3D (33)

kde D; je difuzny koeficient a Q je vlnovy vektor. Grafickym vynesenim In g(z) proti 7 je
mozné ziskat t.. Nasledne je mozné dostat’ za pouzitia Stokes-Einsteinovej rovnice
hydrodynamicky polomer castic R (34)

kgT

R = —2—(?

o 0 (34
kde R je hydrodynamicky polomer, kg je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota,
n je viskozita prostredia, Q je vlnovy vektor a 7, je parameter timerny difiznemu koeficientu.
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Pri merani DLS sa meria 7. pri réznych uhloch rozptylu (r6zne hodnoty Q) a vynasa sa 1/z,
proti Q2, odkial je mozné ziskat’ difiizny koeficient a nasledne hydrodynamicky polomer [35].
Experimentalne usporiadanie pre metodu DLS je zobrazené na obrazku 10.

Vzorka
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Obrdzok 10: Experimentdlne usporiadanie pre meranie DLS
2.5.1 DLS mikroreolégia

DLS je predchodcom dnesnej mikroreoldgie. Velka Cast teoretickych aj praktickych zakladov
mikroreologie je odvodend od techniky rozptylu svetla. Meranie rozptyleného svetla je mozné
vyuzit’ na zisk dat o viskozite aj elastickom module daného viskoelastického materialu [36].

Patri medzi pasivne techniky, kedy Castice koloidnej sondy podliehaju tepelnym vykyvom
Vv systéme pri termodynamickej rovnovahe. DLS sleduje MSD sondy v ¢ase, vd’aka ¢omu je
mozné ziskat' linearne viskoelastické parametre. Tato metéda je vhodna pre latky s nizkou
viskozitou, ¢i pre materialy so slabou vnutornou Struktirou. Meranie mikroreologie pomocou
DLS je pouziteI'né pre transparentné az jemne zakalené vzorky, kedy je zachovany rozptyl
svetla z dispergovanych ¢astic. Meranie nepriehladnych vzoriek je mozné za pomoci difiiznej
vinovej spektroskopie (DWS), ktora je mozna aj pri viacnasobnom rozptyle svetla [37].

Na to, aby meranie DLS mikroreoldgie bolo spravne, je potrebné minimalizovat’ niektoré
javy, ku ktorym moéze pocas experimentu dochadzat’. Patri kK nim interakcia medzi Casticami
a prostredim, ktora méze ovplyvnit' difiziu Castic alebo moze lokalne zmenit materialové
prostredie. Vel'mi dolezité je aj vybrat’ vhodnu vel'kost’ Castic, aby nedochadzalo k sedimentacii
Castic. V meranom materidly by nemalo dochadzat’ k zmenam v Strukture a nie je ani idedlne
merat’ DLS mikroreoldgiu v okoli bodu zgelovatenia, nakol’ko je tato technika citliva na urcite
tohto bodu [37].

26 Gély

Gélom sa nazyva trojrozmernd makromolekularna siet’, ktora vytvara suvislu Struktaru, ktora
prestupuje celym disperznym prostredim. Spojité je nielen disperzné prostredie, ale aj disperzny
podiel. Siet' vznik4 ak sa medzi makromolekulami linearneho polyméru vytvori dostatocny
pocet spojov. Tieto spoje, nazyvané aj uzly siete, mézu vznikat’ dvoma spdsobmi a podl'a toho
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sa delia aj na dve kategorie. Fyzikalne sietované gély vznikaju pdsobenim fyzikalnych sil
(polarne sily, vodikové vizby, apod.). Useky polymérnych retazcov sa spajaju do uzlovych
oblasti, ktoré sa nevytvaraju na koncoch ret'azcov, ale medzi l'ubovolnymi tisekmi, vd’aka comu
jedna makromolekula méze byt zapojena do niekol’kych uzlovych oblasti. Druhou moznost'ou
vzniku su chemické reakcie. Gély, ktoré takto vznikaju sa nazyvaji kovalentne sietované gély.
Mozu vznikat nelinedrnou kondenzacnou alebo adi¢nou polymerdciou monoméru alebo
z linearnych polymérov zosietovanim za pritomnosti vhodného sietovacieho ¢inidla. Struktiira
takéhoto gélu je vel'mi pevna [16] [21].

A. B.

Obrazok 11: A. nezosietované polymérne retazce B. trojrozmernd siet, v ktorej doslo k vytvoreniu

uzlov (zelenou) fyzikalnym sietovanim
2.6.1 Hydrogély

Podl'a povahy disperzného prostredia je mozné rozliSit’ r6zne typy gélov. Systém s kvapalnym
prostredim sa nazyva lyogél, jeho vysusenim vznika xerogél. Podl'a typu kvapalného prostredia
je mozne lyogély rozdelit’ na organogély a hydrogély [16]. Hydrogélom sa nazyva hydrofilny
g¢l, ktory obsahuje siet’ polymérnych ret'azcov, ktorych disperznym prostredim je voda. Ma
schopnost’ napucat’ a zadrzat’ vyznamnu ¢ast’ vody vo svojej Struktdre, no pritom sa vo vode
nerozpusta. Vdaka vysokému obsahu vody je podobne flexibilny ako tkanivo, co vedie
k znacnému zaujmu o tento material [38]. Schopnost’ hydrogélov absorbovat vodu je
podmienend pritomnost'ou hydrofilnych funkénych skupin (napriklad alkoholy, karboxylové
kyseliny ¢i aminy), pripojenych k polymérnej kostre. Odolnost’ voci vode vznikéd krizovymi
vézbami medzi sietovymi ret'azcami [39].

Hydrogély mozu byt rozdelené do dvoch kategérii — prirodné a syntetické. Prirodné
hydrogély zahfiiaja kolagén, fibrin, kyselinu hyalurénovt a derivaty prirodnych materidlov ako
napriklad chitosan a alginat. Nevyhodou prirodnych hydrogélov je t'azkd reprodukovatelnost’
ich kone¢nych mikro§truktur a vlastnosti. To je spdsobené tym, Ze ich mechanické vlastnosti
vel'mi zdvisia na podmienkach polymerizacie a vzhl'adom kich prirodnému pdvodu, ich
zloZenie sa moze lisit’ davku od davky. Syntetické polyméry, ktoré vo svojej Strukture obsahuju
napriklad polyetylénglykol, polyakrylamid ¢i polyvinylakohol st I'ah$ie reprodukovatel'né, aj
ked’ ich konec¢na Struktara tiez zavisi od podmienok polymerizécie. Syntetické hydrogély maja
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oproti prirodnym este d’al$iu vyhodu a tou je to, Ze je jednoduchsie prispdsobit’ ich vlastnosti
podla pozadovanych aplikacii — d& sa menit’ koncentracia ¢i molekulovd hmotnost’ polyméru
[40].

Ci uz su polyméry prirodného alebo syntetického povodu, mali spiiiat’ urité fyzikalno-
chemické predpoklady, ktoré ich predurcuju k Sirokému vyuzitiu v réznych priemyselnych
odvetviach ako napriklad oblasti Cistenia vody, vyvoji senzorov, odstrafiovani znecistujicich
latok, poI'nohospodarstve, potravinarstve, farmécii ¢i biomedicine. Medzi vlastnosti, ktoré by
mali tieto molekuly spifiat’ patri hydrofilnost, mechanicka pevnost, Zelatinovanie, porovitost
a v pripade biologickych aplikacii aj biokompatibilita a biologicka odburatel'nost’ [39].

2.6.2 Agaroza

Polysacharidy izolované z rias vd’aka svojim jedine¢nym vlastnostiam hraju ¢im d’alej, tym
dolezitejSiu rolu v roéznych oblastiach biotechnologie. Medzi vyznamné polysacharidy
izolované z rias patri agar6za, ktora ma celi radu vynimocnych vlastnosti. Je mozné ju
pripravovat’ opakovane s rovnakymi vlastnost'ami, je teoreticky chemicky neutralna a uz pri
nizkych koncentraciach vytvara hydrogély. Najvyznamnejsim komerénym zdrojom agardzy su
Vv sucasnosti ¢ervené riasy Rhodophyta [41].

Agardzu tvori linearny retazec striedajucich sa podjednotiek p-D-galaktopyrandzy
spojenych  prostrednictvom  a(1,3)-glykozidickej vazby azvySkov 3,6-anhydro-o-L-
galaktopyran6zy naviazanych B(1,4)-glykozidickou vézbou [42]. Hoci bola agaréza dlho
povaZzovana za neutrdlnu molekulu, ani najlep$ie analytické metddy nepotvrdili jej chemicku
neutralitu. Preto sa v sucasnej dobe ako agardza rozumie zmes agarovych molekul, ktorda ma
najniz§i mozny obsah naboja ateda najvdcSiu schopnost’ tvorby gélu, frakcionovana
z komplexu molekul nazyvanych agar [43]. Vo svojej Struktire moze obsahovat’ metoxylové ¢i
sulfatové skupiny alebo zvysok kyseliny pyrohroznovej. Konkrétne zlozenie zavisi od druhu
cervenych rias, obdobia zberu a podmienok extrakcie [42].

OH OH 0
0)

H"O o)

OH HO ©

Obrazok 12: Struktiira agarézy

Agardza modZe mat’ jednoducht alebo dvojita helikalnu konforméciu v tuhom stave. Gelacia
nastava agregaciou dvojSrobovnic pri teplote, ktord zavisi od obsahu metoxylu a sulfatu.
Vznika tak termoreverzibilny fyzikdlne sietovany gél, ktory je stabilizovany vodikovymi
viazbami [42]. V agar6zovom géle su parametre koncentracie gélu, velkosti porov
a mechanickych vlastnosti prepojené a moézu byt optimalizované pre jednotlivé aplikacie.
Velkost porov agardzy je nepriamo umernd koncentracii hydrogélu. To zaroven ovplyviiuje aj
difuziu v agar6zovych hydrogéloch — ¢im je vysSia koncentracia agardzy, gél je hustejsi a tym
mensia je priemerna vel’kost’ porov a nizsia difuzivita [44].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Fluorescencna korelacné spektroskopia bola na mikroreologické meranie po prvy raz vyuzita
v roku 2007 skupinou Guigas a spol. [1]. No napriek, tomu, Ze tato technika je znama uz 12
rokov, ako vo svojej dizertatnej prace z roku 2018 konstatuje Jakub Mondek, o FCS
mikroleogii vySlo velmi malo publikacii, ¢o mdze byt sposobené finan¢nou naroc¢nost'ou
pristrojového vybavenia alebo malym mnoZzstvom informéacii o tom, ako FCS mikroreologiu
merat’ a vyhodnocovat’ [4].

Z toho dovodu je tento prehl'ad sti¢asného stavu rozdeleny na dve Casti. V prvej Casti je
zhrnuty stav rieSenej problematiky vo svete, ktory je hlavne zamerany na vypocet MSD z dat
ziskanych prostrednictvom FCS. V druhej Casti je sucasny stav rieSeny na Fakulte chemicke;,
VUT v Brné kde bolo vykonanych uz niekol’ko experimentov na mikroreoldgiu pomocou FCS.

3.1 Sucasny stav riesenej problematiky vo svete

Fluorescen¢nt korela¢nu spektroskopiu na uréenie Smykového modulu po prvy raz pouzil
v roku 2007 Guigas a spol. Pomocou FCS zist'ovali difuzne vlastnosti fluorescenéne znacenych
zlatych nanocastic v cytoplazme a jadre zivych buniek. Pouzili ¢astice o velkosti 5 nm ktoré
boli oznacené fluorescencnym farbivom AlexaFluor488. Matematickymi operdciami previedli
zistené difuzne vlastnosti na MSD a z toho ur¢ili komplexny Smykovy modul. Vd’aka tomu
popisali viskoelastické ~spravanie cytoplazmy anukleoplazmy. Dalej boli schopni
pomocou tejto metddy skiimat’ vplyv osmotického stresu na difuziu a viskoelastickti odpoved’
danych buniek [1].

O rok neskor, v roku 2008, skupina vedcov Rathgeber a spol. priamo dokazala, ze FCS je
vhodna na pasivne mikroreologické experimenty. Pre svoje experimenty vyuzili vodny roztok
polyetylénoxidu s vysokou molekulovou hmotnostou. Ako sondu pouzili polystyrénové Castice
modifikované karboxylovou skupinou FluoSpheres™. Velkost ¢astic bola 100 nm. Tieto
vzorky boli vybrané pre moznost' porovnania s datami ziskanymi z dynamického rozptylu
svetla a video-mikroreologie. Vysledky ziskané z mikroreologickych experimentov boli taktiez
porovnané s vysledkami ziskanymi z konvenénych reologickych metdd. Ziskané hodnoty boli
porovnatelné a bola medzi nimi dobra zhoda v celom frekvenénom rozsahu. Praca obsahuje
kompletné odvodenie prevedenia autokorelaénej funkcie na MSD. V zavere sa dostava
k vzorcu (35) pomocou ktorého je mozné MSD vypocitat,

MSD = 3 w2 ( ! 1)
2" \NG (o) (35)
kde wy, je priemer konfokalneho objemu, N je pocet Castic a G(t) st hodnoty autokorelacne;
2 4
> kde w, je dizka konfokélneho

objemu. Rovnica (35) vsak nie je obecne platna a plati len do bodu, v ktorom sa v tivahe prava
strana vyrovna lavej. Od toho bodu je mozné pozorovat vychylenie teoretickych

funkcie. Tuto rovnicu je mozné dostat’ uvahou MSD «

a experimentalne zistenych bodov. V zavere svojej prace odporucaju tuto metddu ako Gc¢inny
nastroj pre biologické a medicinske aplikacie hlavne vzhl'adom k nizkym koncentraciam
a malému mnozstvo vzorku, ktoré metdéda FCS potrebuje [2].
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Piskorz a Ochab-Marcinek v roku 2014 vyuzili vypocet MSD z dat ziskanych pomocou
FCS na Studium branenej difazie, ¢o je veli¢ina, pomocou ktorej je mozne urcit vel'kost’
Struktir braniacich Brownovmu pohybu molekul. V praci porovnavali tri zname typy branenej
difuzie, ktoré vykazuju celu Skalu spravania - od ¢isto Gaussovho spravania az po spravanie,
ktoré sa ostro vymyka Gaussovému. Porovnavanim teoretickych a nasimulovanych dat zistili,
ze vsetky tri typy branenej difuzie vykazuji priblizne rovnaké MSD. Vdaka tomu ur¢ili, ze
na interpretaciu udajov z FCS je mozné vyuzit jeden model bez ohladu na mechanizmus
branenej difuzie. Dalej zistili, Ze jeden $pecificky typ branenej difuzie je mozné odhadnut
na zaklade tvaru autokorela¢nych funkcii. V zavere konstatuji, ze obmedzenie FCS spociva
V tom, Ze meria iba ¢asovl korelaciu difizneho pohybu. Preto povazuju za vhodné data z tejto
techniky doplnit’ inou mikroreologickou technikou, ktora sleduje jednotlivé Castice, napriklad
video-mikroreoldgia sa javi ako uzitocna komplementarna technika, ktord méze poskytnit
informacie o tom, ¢o obmedzuje pohyb castic [45].

V roku 2015 kolektiv autorov Nepal aspol. vyuZzili na uréenie Struktiry a dynamiky
viskoelastickych materidlov modifikaciu FCS — skenovaciu fluorescenént korela¢nu
spektroskopiu (SFCS). Pri tejto metéde sa spajaji Casové a priestorové informacie. Vzorka
alebo laserové ziarenie sa pohybuje po malej kruhovej trajektorii vysokou rychlostou. Vysledne
oscilacie sa v korelacnej funkcii mézu analyzovat’ a tak je mozné ziskat' difizne koeficienty
fluorescenénych molektl. Vo svojom experimente Studovali dlhé molekuly DNA na konci
oznacené fluorescencnym farbivom Rhodamin-6-G. Z vysledkov dostali MSD skumaného
systému, no okrem toho zistili aj informécie o Strukture skimaného vzorku, napriklad
distribuciu vzdialenosti medzi koncovymi bodmi DNA [46].

Senanayake aspol. vroku 2019 studovali pomocou metédy FCS diftziu nanocastic
vo vodnych roztokoch a géloch polyvinylalkoholu s vysokou molekulovou hmotnostou. Ako
sonda boli pouzité zlaté nanocastice svelkostou 5 az 30nm. Roztoky a gély
polyvinylakoloholu boli premerané aj na klasickom reometri, vd’aka ¢omu bol ziskany ich
komplexny $smykovy modul a jeho elasticka aj stratova Cast. Toto meranie nepreukazalo
vyrazny modul pruznosti, kvoli ¢omu nebolo mozné presne vypocitat’ vel'kost’ porov v géloch
a v polymérne;j sieti. To viedlo k st'azeniu vyhodnotenia dat a k neistote spojenej s vysledkami.
Vo svojej praci zistili, ze suCasné hydrodynamické modely pre popis zavislosti velkosti
difazneho koeficientu Castic st neadekvatne. Navrhli preto exponencialnu zavislost’ difizneho
koeficientu na vel’kosti Castic a vlastnostiach polyvinylalkoholu. T4to nimi navrhnut4 zavislost’
v sulade nelinearnou Langevinovou tedriou [47].

3.2 Sucasny stav rieSenej problematiky na Fakulte chemickej, VUT v Brné

Pilotnou pracou, ktora sa mikroreolégiou pomocou FCS na FCH zaoberala bola bakalarska
praca Petry Kdbrtovej z roku 2015, ktord vo svojej praci porovnavala tri pasivne
mikroreologické metody — DLS mikroreologiu, FCS mikroreologi a video-mikroreologiu. Tieto
metddy testovala na vzorkadch 40% a 80% vodnych roztokoch glycerolu a roztokoch
hyaluronanu o troch molekulovych hmotnostiach a troch koncentraciach. Ako mikroreologické
sondy pouzila fluorescencne znacené latexové nanocastice o velkosti 0,1 um a polystyrénoveé
nanocastice s vel’kostou 0,1 pm a 1 pm.
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Z porovnania troch pasivnych metod, ktoré vyuzivala vyplynulo, Ze metédou FCS je mozné
ziskat’ $irsi rozsah hodnot MSD aj Casu. Najviac je touto metddou mozné ziskat’ aj tie hodnoty
MSD a casu, v ktorych zvy$né dve metddy neposkytuji spolahlivé vysledky. Vo svojej praci
pouzila aj aproximovanu rovnicu na vypocet MSD z dat ziskanych prostrednictvom FCS
a uspesne tato rovnicu potvrdila analyzou newtonovskych kvapalin [3].

Na tato pracu Petra Kdabrtova nadvizovala aj vo svojej diplomovej praci, kedy metodu FCS
vyuzila pre mikroreologicku charakterizaciu hydrogélov vytvorenych z hyaluronanu a CTAB.
V tejto praci najskér pomocou FCS mikroreologie v prostredi vodnych roztokov glycerolu
vyberala vhodnu vel'kost' Castic. Na svoje experimenty vyuzivala latexové a polystyrénové
Castice s velkostou 30 nm, 100 nm a 300 nm. Castice S vi&Sou velkostou ako 100 nm sa
ukézali ako nevhodné, preto na d’alsie experimenty vyuzila ¢astice s velkostou 30 nm. Dalej
V svojej praci skumala vplyv zmeny indexu lomu na vysledok mikroreologickej analyzy,
pretoze uz vo svojej bakalarskej praci nacrtla hypotézu, ze rozdielny index lomu meranych
roztokov glycerolu a kalibra¢ného roztoku moze sposobovat’ posun krivky casovej zavislosti
experimentalne zisteného MSD voci teoretickym hodnotdm. Experimentalne vSak overila, ze
zmena indexu lomu nema vyrazny vplyv na vznik posunu krivky. Dalej v praci diskutuje vplyv
koncentracie a molekulovej hmotnosti na mikroreologiu hydrogélov. ZvySujica sa
koncentracia a molekulova hmotnost’ hyaluronanu spdsobuje nérast elastickej zlozky a posun
kriviek smerom k niz§im hodnotam MSD [48].

Zuzana Hnyluchovd v roku 2016 vo svojej dizertacnej praci overovala moZnosti FCS
mikroreoldgie na vzorkach glycerolu vo vode a roztokoch hyaluronanu s koncentraciou
0,01 mg-ml~2a 1 mg-ml?. Na meranie pouZila polystyrénové &astice Microparticles s vel'kostou
100 nm. Roztoky s glycerolom premerala aj pomocou DLS mikroreoldgie aj pomocou video-
mikroreolégie a tieto vysledky porovnala. U video-mikroreolégie pouzila z dovodu predizenia
intervalu, poc¢as ktorého by bolo mozné ¢astice pozorovat’, vacsiu vel’kost Castic. Ziskani MSD
nasledne previedla viacerymi matematickymi operaciami na MSD, ktoré by platili pre pripad
100 nm castic. V porovnani tychto metdd opat’ potvrdzuje vyhodu FCS mikroreologie, ktorou
je moznost vykazovat MSD v dlhych casovych intervaloch. Roztok hyauloronanu
0 koncentracii 0,01 mg-ml?t vykazoval len mierny odklon krivky MSD od hodnoty MSD
demineralizovanej vody. Tento odklon znacil istd mieru viskoelaticity daného roztoku. Pre
hyaluronan o koncentréacii 1 mg-ml™ boli zistené zna¢né rozdiely v krivke MSD oproti menej
koncentrovanému roztoku. Krivka mala vplyvom elastickych zlozky esovity tvar. DLS krivka
kopirovala krivku ziskani FCS mikroleogickym meranim [5].

V roku 2017 bola publikovana bakalarska praca od Alici DuSenkovej, ktora v tejto praci
mala za ciel' optimalizovat’ mikroreologické techniky pre charakterizaciu biopolymérnych
hydrogélov. Ako modelové prostredie bola vybrand agardza a ako mikroreologické sondy
pouzila 30 nm latexové Castice s fluorescenciou v Zlto-zelenej oblasti. Vo svojej praci studovala
dva typy vzoriek — vzorky, v ktorych boli ¢astice inkorporované do gélov pri priprave roztokov,
alebo vzorky, kedy boli Castice do gélov inkorporované difuziou. Do agardézovych gélov
pridavala polystyrensulfonat. V zavere prace konstatuje uspesnu optimalizaciu tejto metddy, no
zaroven upozoriiuje na autofluorescenciu agardzy, ktord sa pri tomto merani vyskytla.
Z nameranych dat zostrojila MSD krivky pomocou ktorych overila predpoklad, Ze pridavany
polystyrénsulfonat ma vplyv na viskoelatické vlastnosti agar6zového gélu [49].
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Poslednou préacou, ktora na tito tému na FCH vysla, patri uz spominana dizertacnd praca
od Jakuba Mondeka z roku 2018. V praci sa venoval metode fluorescenénej Casovo-rozliSenej
korelacnej spektroskopii. Porovnaval FCS mikroreologou s metddou video-mikroreologie
a DLS mikroreoldgie a optimalizoval metodu FCS mikroreoldgie na vyuzitie tejto metody pre
Studium hydrogélovych systémov. Stucastou jeho prace bolo aj vytvorenie skriptu v software
MATLAB, vdaka ktorému je mozné previest ziskané korelacné funkcie na MSD
fluorescenénych Castic. Ako vzorky pouzival 40% a 80% vodny roztok glycerolu a roztoky
hyaluronanu s r6znou koncentraciou a s r6znou molekulovou hmotnostou. Do pripravenych
vzoriek boli ako sondy pouzité 30 nm a 100 nm fluorescencne znacené Castice. V zavere prace
konstatuje linedrnu zmenu MSD na ¢ase pre newtonovské kvapaliny (roztokov glycerolu),
ktora potvrdil pre obe velkosti Castic. Metoda FCS aj DLS vykazovala obdobné vysledky.
U nenewtonovskych kvapalin (roztokov hyaluronanu) pozoroval prejav viskoelastickych
vlastnosti. Cim bola vys§ia molekulova hmotnost a vyssia koncentracia, tym boli tieto
vlastnosti viac pozorovatel'né. Pri porovnani DLS a FCS metddy nasiel vyrazné odchylky medzi
tymito technikami, ktoré bol sposobeny rozptylom svetla na retazcoch polyméru, z coho plynie,
ze vhodnejsia metdda pre mikroreologické meranie koncentrovanych roztokov polyméru alebo
gélu je mikroreologia prostrednictvom FCS [4].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Castice: Sicastar®-redF 10 nm micromod
1401840-01
Sicastar®-greenF 30 nm micromod
1211742-02
Sicastar®-greenF 50 nm micromod
0711842-01
Sicastar®-greenF 70 nm micromod
1021442-02
Sicastar®-greenF 100 nm micromod
1331742-02
Kalibraéné roztoky: Atto 488 Sigma Aldrich
41051-1MG-F
Rhodamin 6G Sigma Aldrich
989-38-8
Prostredie: Glycerol bezvody P.A. lach:ner
56-81-5
Agardza Sigma Aldrich
9012-36-6

4.2 Pouzité pristroje

Konfokalny mikroskop MicroTime 200 PicoQuant GmbH
DLS Zetasizer Nano Zs Malvern Instrument
Fluorimeter Spectrofluorometer FS5 Edinburg Instrument
Reometer AR-G2 Rheometer TA Instruments

4.3 Priprava kalibra¢nych roztokov fluorescen¢nych sond

Na analytickych véhach bolo navazené potrebné mnozstvo fluorescenc¢nej sondy Rhodamin 6G.
To bolo prevedené do odmernej banky, ktord bola po rysku doplnend vodou. Takto bol
pripraveny zasobny roztok o koncentracii 1,56-10° M. Tento roztok bol nasledne zriedeny
na koncentraciu 1,56-10° M, ktord je vhodné pouzit pre meranie na konfokalnom
fluorescenénom mikroskope MicroTime 200.

Kalibracny roztok sondy Atto 488 bol vytvoreny obdobnym spoésobom. Bolo napipetované
vypocitané mnoZzstvo sondy v DMSO do odmernej banky, nasledne bolo DMSO odparené
a banka bola doplnena vodou. Koncentracia zasobného roztoku bola 1,24-10° M, na meranie
na MicroTime 200 bola zrieden4 na koncentraciu 1,24-10° M. Obidva zasobné roztoky boli
premerané na UV-VIS spektrofotometri, kedy bola zistena ich absorbancia, z ktorej bola
pomocou Lamber-Beerovho zakona zistena presna koncentracia.
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4.4 Priprava vzoriek na meranie
4.4.1 Vzorky vo vode

Do distych, suchych a oznacenych vialiek bolo napipetované vypocitané mnozstvo roztoku
Castic, ktoré bolo na koncentraciu 4-10% mol-I? zriedené vypocitanym mnozstvom
deionizovanej vody. Tato koncentracia ¢astic bola zvolena kvoli meraniu na MicroTime 200,
kedy je idedlne aby v konfokalnom objeme bola prave jedna Castica.

4.4.2 Vzorky v glycerole

Do cistych, suchych a oznac¢enych vialiek bolo navazené vypocitané mnozstvo glycerolu, ktory
bol na pozadované hmotnostné percenta doplneny deionizovanou vodou. Pripravené roztoky
boli nasledne vortexované 10 sekiind a bolo do nich napipetované vypocitané mnozstvo castic
tak, aby koncentracia Gastic vo vyslednom roztoku bola 4-10® mol-I"t. Pre vietky &astice boli
pripravené roztoky o koncentraciach 50 hm.%, 60 hm.% a 70 hm.%. Zvysné koncentracie boli
pripravené individudlne pre kazda velkost castic podla sprévania, ktoré dané castice
Vv pripravenych koncentraénych radach vykazovali.

4.4.3 Vzorky v agaroze

Do cistych, suchych a oznacenych vialiek bolo navazené vypocitané mnozstvo agarozy, ktora
bola doplnena na pozadovany objem vodou. Agardza bola pripravena o koncentracii 0,5 hm.%,
1 hm.%, 1,5 hm.% a2 hm.%. Do pripravenych roztokov bolo napipetované vypocitané
mnozstvo &astic tak, aby koncentracia &astic vo vyslednom roztoku bola 4-108 mol-I. Roztok
bol nésledne zahrievany na teplotu 85°C, ktora bola kontrolovana teplomerom. Nésledne bol
roztok za neustalej kontroly teploty vareny tak dlho, az kym nedoslo k uplnému rozpusteniu
agardzy a vytvoreniu ¢ireho roztoku. Ten bol nésledne preliaty do drziaku s podloznym
sklickom a ponechany na stuhnutie.

4.5 Spektralna charakterizacia ¢astic

Excitaéné a emisné spektra Castic Vv prostredi deidnizovanej vody boli zmerané pomocou
fluorimetru Spectrofluorometer FS5. Pristroj bol ovladany pomocou programu Fluoracle
a nasledne boli data vyhodnotené v programe MS Excel. Vsetky merania boli vykonané za
laboratornej teploty. Pre excita¢né spektrum castic 0 vel'kosti 10 nm bolo nastavené rozmedzie
vinovej dizky na 400-650 nm s krokom 1 nm, emisia bola nastavena na 585 nm a $irka emisne;j
aj excita¢nej $trbiny na 2 nm. Emisné spektrum bolo snimané pri rovnakom kroku a rovnakej
sirke $trbin, rozmedzie bolo nastavené na 530-600 nm a excitaéna vlnovéa dizka na 510 nm.
Castice o velkosti 30, 50, 70 a 100 nm boli taktiez skenované s krokom 1 nm a $irkou oboch
Strbin 2 nm pre excitacné aj emisné spektrum. Rozmedzie excitatného spektra bolo nastavené
na 400-510 nm s emisou pri 520 m a emisné spektrum bolo premerané v rozmedzi 480-570 nm
s excita¢nou vinovou dizkou 467 nm.
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4.6 Overenie vel’kosti ¢astic pomocou DLS

Velkost Castic bola overena pomocou metédy DLS na pristroji Zetasizer nano ZS. Na meranie
boli pouzité roztoky Castic v deidnizovanej vode. Roztoky boli premerané ihned’ po priprave
vzorku, a ked’ze nevykazovali disperzitu udavanu vyrobcom, bol na ne vyskusany aj ultrazvuk,
kedy tesne pred meranim boli 5 minat ultrazvukované a nasledne premerané. VVzorky boli
merané V sklenych kyvetach pri uhle 173° a pri teplote 25°C. Ako zdroj svetla bol pouzity
hélium-nednovy laser, ako rozpustadlo bola nastavena voda S refrakénym indexom 1,330
a viskozitou 0,8872 cP. Refrak¢ny index materialu bol nastaveny na 1,46 a absorbancia
materialu na 0,010.

4.7 Overenie vePkosti ¢astic pomocou FCS

Fluorescencna korelacna spektroskopia bola merand na fluorescencnom konfokalnom
mikroskope MicroTime 200 od spolo¢nosti PicoQuant. Tento pristroj sa sklada z inverzného
mikroskopu Olympus s objektivom s vodnou imerziou, excitacnej jednotky a detekéného
systému. Ovladanie pristroja je pomocou integrovaného software SymPhoTime 64. Overenie
difizneho koeficientu spocitalo v namerani dat FCS z ktorych bol vyhodnoteny difuzny
koeficient. Ten bol nasledne prepocitany pomocou Stokes-Einsteinovej rovnice (24) na vel'kost’
Castic. BliZsie nastavenie pristroja je opisané v nasledujtcej kapitole.

4.8 Meranie FCS

Pre meranie FCS je vel'mi dolezitym krokom spravne nastavenie pristroja. To zahfha vyber
vhodnej vinovej dizky excitaéného zdroja a k tomu vyber odpovedajuceho dichroického
zrkadla a emisného filtra. Tieto spomenuté atribaty sa volia podl'a spektralnych charakteristik
pouzitého vzorku. Pre vzorky obsahujice 10 nm Castice bol vybrany ako excitacny zdroj laser
0 vlnovej dizke 510 nm, dichroické zrkadlo 514 a emisny filter bol pouzity filter typu band-
pass 550/49. Vzorky s ostatnymi vel’kostami &astic boli excitované laserom s vinovou dizkou
467 nm za pouzitia dichorického zrkadla 470/635 a emisny filter bol zvoleny band-pass filter
520/35.

Po nastaveni spravneho laseru a vymene dichroického zrkadla a filtrov nasleduje manualne
ostrenie pinhole, vd’aka ktorej je pri spravnom nastaveni odfiltrované Ziarenie pochadzajice
mimo ohniskovll rovinu. Nasledne je nutnd kalibracia konfokélneho objemu, po ktorej
prichadza na radu samotné meranie. Na meranie je potrebné malé mnozstvo vzorku, ktoré je
kvapnuté€ na krycie sklicko drziaku. Vynimkou boli vzorky v agardze, ktoré uz v drziaku boli
pripravené. Vzorka je potom excitovana zvolenym laserom a fluorescen¢ny signal prechadza
cez objektiv, dichroické zrkadlo, emisny filter, pinhole az do deliacich vezi, kde sa signal deli
medzi dva detektory.

Uz spominana kalibracia konfokalneho objemu je samostatnou kapitolou, ktora sa pri
mikroreologickom vyhodnocovani dat nameranych pomocou FCS ukézala ako vel'mi ddleZita.
Kalibraciu je mozné vykonat’ viacerymi spdsobmi, v tejto praci bola zvolend kalibracia
konfokalneho objemu pomocou fluoroforu so znamym difuznym koeficientom. Pre kazdy zdroj
excitatného ziarenia bolo nutné pouzit’ iny fluorofor. Meranie s ¢asticami o vel'kosti 10 nm
bolo kalibrované na fluorescencnti sondu Rhodamin 6G, ktora ma pri teplote 25°C znamy
difazny koeficient (4,14 + 0,05)-10% cm?-s [50]. Ked’Ze difiizny koeficient je veli¢ina zavisla
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na teplote, vzdy bol prepocitany na aktualnu teplotu merania a vypocitana hodnota bola zadana
do modu FCS Calibration v programe SymPhoTime 64. Program nasledne dopo¢ital hodnotu
efektivneho objemu Ve sf a jeho rozmer voci kolmému smeru laseru wy,,, ¢o vlastne oznacuje
priemer konfokalneho objemu a rozmer v smere rovnobeznom w;, ¢ize dizku konfokalneho
objemu. Dalej program uréil hodnotu parametru k, ktory uréuje excentricitu objemu.

Kalibracia konfokalneho objemu v pripade merania s laserom o vlnovej dizke 467 nm
prebehla na fluorescencnt sondu Atto 488, ktord ma pri teplote 25°C znamy diftizny koeficient
(4,0 £ 0,1)-10° cm?-s! [50]. Efektivny objem a zvysné dopoditané parametre sa pre kazda
sondu akazdé meranie znacne liSili aich spravne urCenie je dolezité pre nasledné
vyhodnocovanie v programe MATLAB.

Pred kazdym samotnym meranim vzorku bol najskor naskenovany obraz daného vzorku.
Ten bol vytvoreny pomocou metdédy FLIM (Fluorescence lifetime imaging microscopy), ktora
obraz vytvara tak, ze v kazdom bode obrazku meria dobu zivota fluorescencie. Pri tomto merani
bolo najskor vzdy najdené rozhranie vzorka/sklicko a nasledne bol vykonany sken v rovine xz.
Ak sken preukazal, Ze vzorka je homogénna a neobsahuje vzduchové bubliny, agregaty ¢i iné
nehomogenity, nasledoval sken v rovine xy priblizne 5 pm nad rozhranim sklicko/vzorka. Ak
aj tento sken preukazal homogenitu, v danom vzorku boli vybrané tri body, v ktorych boli
zbierané data pre FCS. Doba merania zavisela na intenzite fluorescencie. Cim intenzivnejsie
vzorka fluoreskovala, tym boli data namerané rychlejSie a doba merania mohla byt’ kratsia.
Meranie sa pohybovalo v intervale 5-15 minut.

Obrazok 13: Obraz vytvoreny pomocou metody FLIM, na lavej strane sken v rovine xz, na pravej
strane sken v rovine xy

4.9 Vyhodnotenie FCS

Vystupom FCS analyzy je autokorelacna krivka, ktord znazornuje zavislost' autokorelacnej
funkcie G na Case t. Vzhl'adom na to, ze meranie prebiehalo na dvoch detektoroch, boli ziskané
dve autokorelaéné krivky, ktoré boli korelované medzi sebou, vd’aka ¢omu dochadza
k minimalizacii Sumu. Takto ziskana kroskorelacna krivka je nasledne analyzovana v mode
FCS Analyses. Tento mod obsahuje viacero matematickych modelov, ktorymi je mozné
namerané data fitovat’.
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Pre tato pracu boli vyskusané model Pure Diffusion aj model Triplet Extented 3D. Pomocou
fitu boli ziskané data, ktoré opisuju chovanie sondy v danom prostredi, ako napriklad difizny
koeficient, pocet castic v konfokalnom objeme, ¢i difuzny ¢as. Vzhl'adom na to, ze meranie
v jednom vzorku prebiehalo v troch miestach, tieto hodnoty boli spriemerované a vyhodnotené
pomocou MS Excel.

Pomocou fitu vSak nie je mozné ziskat’ parameter popisujici mikroreologické vlastnosti
daného prostredia. Na to je nutné tieto ziskané data prepocitat’ matematickymi operaciami na
parameter MSD. MSD je mozné z autokorelacnej funkcie vyjadrit vo forme kubickej
rovnice (36)

MSD = ! 3+ 8 + i 2+ * + - +1 - 36
_SW,?yWZZx IwgEwz  Owyy x 3wz, 3wy x N2G(t)? (36)

kde wy, je priemer konfokéalneho objemu, w, je dizka konfokalneho objemu, N je podet Castic

v konfokalnom objeme a G (t) je hodnota autokorelacnej funkcie.

RieSenie kubickej rovnice nie je uplne trividlna zalezitost, obecne je to mozné pomocou
Cardanovho vzorca ¢i Harriotovou metdédou prevodu na kvadraticktl a linearnu rovnicu.
Vzhl'adom k pracnosti vypoctu, bol pre vypocet koreiiov kubickej rovnice zvoleny vypocet
pomocou software MATLAB. V tomto programe bol vytvoreny skript podl'a prace Petry
Kabrtovej [3] a Jakuba Mondeka [4]. M-stibor bol pre jednoduchsie a intuitivnejsie pouzivanie
upraveny a pozmeneny a jeho prva Cast’ vyzera nasledovne.
csv = dlmread('100nm.csv', ';', 1, 0);
cas = csv(:, 1);

Gt = csv(:, 2);

n = length (Gt);

wxy = 0.255*ones (n,1);
wz = 1.79*ones (n,1);

N = 1.5819*ones;

V tomto kode v prvom riadku su do premennej csv pomocou metody dlmread nacitané
namerané data. Za metdédou dimread nasleduju parametre danej metody - cesta k suboru
uloZenému v pocitaci, ktory pre spracovanie dat v MATLAB musi byt’ vo formate .csv a potom
nasleduje znak, ktorym st oddelené jednotlivé stipce v zdrojovom subore.

V d’alsom riadku je do premennej cas ulozeny vektor hodnét zo stiboru csv, ktoré sa
nachadza v prvom stipci, do premennej Gt je ulozeny vektor hodnét z druhého stipca. V tomto
pripade bol nacitavany subor, kedy v exportovanych datach boli v prvom stipci hodnoty ¢asu
v sekundach a v druhom stipci hodnoty autokorelagnej funkcie tieZ v zékladnych jednotkach.
V stvrtom riadku kodu sa nachadza premenna n, do ktorej sa pomocou metody length ulozi
pocet riadkov matice Gt, ¢o je vlastne pocet riadkov z autokorelacnej funkcie.

Dalej je tento kod zhodny s kodom, ktory vo svojej praci pouzila Petra Kdbrtovd [3].
Do premennej wxy je zadana hodnota priemeru konfokalneho objemu, ktora bola zistena
kalibraciou, v tomto konkrétnom pripade to bolo 0,255. Priemer konfokalneho objemu je d’alej
v tomto riadku prevedeny na maticu a to pomocou metoédy ones(n,1). Vyuzitim tejto metody
bola tito zadanda hodnota priemeru konfokalneho objemu vyndsobend maticou
jednotiek s poétom riadkov n (pocet riadkov autokoreladnej funkcie) asjednym stipcom.
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Do premennej wz je zadana dizka konfokalneho objemu (v tomto pripade 1,79), ktora je taktieZ
pomocou metoédou ones(n,1) prevedena na maticu sn riadkami ajednym stipcom.
Do premennej N je zadany pocet Castic vV konfokalnom objeme.

Druha cast’ kodu obsahuje matematicky zapis koeficientov kubickej rovnice a, b, ¢, d
do programovacieho jazyka MATLAB. V tejto casti si je mozné povSimnut, Ze miesto
klasického delenia a nasobenia sa pouziva maticové nasobenie a delenie, ktoré sa v MATLAB
znadi ,,.**

a = 1./(3.%(wxy."4) .*(wz."2));

b = (8./(9.*(wxy."2).*(wz.%2)))+(4./(9.* (wxy."4)));

c = (4./(3.%(wxy."2)))+(2./(3.*(wz."2)));

d=1-(1./((N."2)*(Gt."2)));

Nasleduje cast’, v ktorej je samotna kubicka rovnica rieSend. V tejto Casti taktiez nedoslo
k Ziadnej zmene. Premenna r je definovana ako matica o vel'kosti n riadkov a 3 stipcov, v ktorej
st samé nuly. Nasleduje cyklus, v ktorom i znaci iterator a pocas ktorého sa kubicka rovnica
riesi n-krat (pocet riadkov v autokorela¢nej funkcii). Vysledky kazdej iteracie s zapisané na i-
ty riadok matice .

r = zeros(n,3);

for 1 = 1:n
p = roots([a(i), b(i), c(i), d(i)]);
r(i,:) = p';

end

Nasledne bola pridana poslednd Cast' kodu, ktord opét trochu ulahcuje pracu s datami
a umoznuje okamzity export vysledkov a vyobrazenie grafu casovej zavislosti MSD.

msd=r (:, 3);

loglog(cas, msd, 'r')

csvwrite ("\100nmMSD.csv', msd)

Do premennej msd je uloZeny treti stipec z premennej r — to je treti kore kubickej rovnice
a zaroven su to vypocitané hodnoty MSD (zvys$né dva korene nepatria do oboru realnych cisel).
Pomocou metody loglog (cas, msd, 'r') je vykresleny ihned’ v prostredi MATLAB graf zavislosti
MSD na ¢ase s oboma osami v logaritmickej mierke (r v danej metode znaci, ze graf sa vykresli
¢ervenou farbou). A nakoniec, pomocou metody csvwrite st do siboru formatu .csv zapisané
vypocitané hodnoty MSD, kde parametre metddy st opat’ cesta k suboru, kam sa subor ulozi
a nasledne hodnota, ktora sa tam mé zapisat’.

Takto vyexportované data boli nasledne spracované v programe MS Excel, kde boli
porovnané experimentdlne ziskané hodnoty MSD s teoretickymi hodnotami. Teoreticka
hodnota MSD bola vypoc¢itana pomocou rovnice (28). Teoretickii hodnotu MSD je mozné po
dosadeni Stokes- Einsteinovej rovnice (24) vyjadrit’ nasledovne (37)

kgTt
mnR

MSD = (37)

kde kjz je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, n je viskozita, t je ¢as a R je
polomer castice.
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4.10 Reologické meranie viskozity uréenych roztokov glycerolu

Na zaklade vyhodnotenia FCS merania boli vybrané 4 hmotnostné koncentracie glycerolu,
u ktorych bolo vyhodnotené, Ze pri nich doslo k zastaveniu jednotlivych ¢astic. Konkrétne to
boli roztoky s koncentraciou 93 hm.%, 90 hm.%, 87 hm.% a 75 hm.%. U tychto roztokov bolo
nutné urcit’ viskozitu, ta bola zmerana pomocou reometra typu AR G2. Na meranie bola pouzita
geometria typu double-gap. Objem vzorku na meranie bol priblizne 9 ml, tak aby spodna
nadoba bola naplnena az po okraj. Meranie prebehlo pri teplote 23°C a boli premerané tokové
krivky. Tie boli vyhodnotené v programe MS Excel, v ktorom bola do grafu vynasana zavislost’
viskozity na Smykovej rychlosti. Pre kazdu koncentraciu glycerolu boli vykonané tri merania,
ktoré boli nasledne spriemerované a z nich bola urcend hodnota viskozity odpovedajica danej
hmotnostnej koncentracii glycerolu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Spektralna charakteristika vybranych cCastic

Ako mikroreologické sondy boli vybrané ¢astice Sicastar® v 5 velkostiach — 10 nm, 30 nm,
50 nm, 70 nm a 100 nm. Tieto Castice st na kremikovej baze, su chemicky rovnaké a bez naboja
a vybrané boli kvoli predpokladu, ze vd’aka tymto vlastnostiam nebudu nijak interagovat’
s prostredim do ktorého budu umiestené. Dalsim kritériom pri vybere bolo finanéné a ¢asové
hl'adisko, aby boli dodané Vv relativne rychlom casovom intervale. Zaroven z tychto Castic
existuje Siroké spektrum velkosti a s dostupné aj so zapornym a kladnym nabojom, co
umoziuje aby boli v budlicnosti tato praca rozsirena o d’alSie experimenty.

Tieto vybrané castice boli dvoch typov — 10 nm ¢astice, ktoré maju fluorescenciu v Zltej
oblasti, zatial’ Co vSetky ostatné vybrané velkosti emituju Ziarenie v zelenej oblasti. Excitacna
vlnova dizka pre Gastice so Zltou fluorescenciou bola vyrobcom uvadzana na 569 nm, zatial’ o
maximum emisnej vinovej dizky bolo uvedené na 585 nm. Excitaéné a emisné spektrum pre
tieto Castice je vyobrazené na obrazku 14 a ako je mozné z tychto spektier vycitat, emisné
a excitaéné maximum sa naozaj zhoduje s tym ¢o uvadza vyrobca. Preto pre tieto Castice bola
zvolena ako idealna vinova dizka z laserov, ktoré st k dispozicii vinova dizka 510 nm a emisny
filter bol vybrany 550/49.
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Obrazok 14 Excitacné (modré) a emisné (oranzové) spektrum pre Castice o velkosti 10 nm,

V excitacnom spektre pri vinovej dizke 585 nm je vidiet elasticky rozptyl z lampy
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Castice s fluorescenciou Vv zelenej oblasti maju vyrobcom udévané excitaéné maximum
485 nm a emisné maximum 510 nm. Spektralna charakteristika tychto Castic je uvedena na
obrazku 15. Opit’ je mozné pozorovat zhodu s informaciami, ktoré uvadza vyrobca. Ako
vhodny excitaény zdroj bol preto vybrany laser o vinovej dizke 470 nm a emisny filter 520/35.
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Obrazok 15: Excitacné (plnou ciarou) a emisné (prerusovanou ciarou) spektra pre Castice o velkosti
30, 50, 70 a 100 nm

5.2 Overenie vel’kosti ¢astic

Zatial' Co spektralne charakteristiky zodpovedali tomu, ¢o uvadzal vyrobca, u velkosti Castic
vysledky tak pozitivne neboli. Na overenie vel'kosti Castic boli vyuzité dve metody — metoda
dynamického rozptylu svetla a metdda fluorescenénej korelaénej spektroskopie. Hodnoty
zisten¢ experimentalne pomocou tychto dvoch metod boli porovnané s teoretickymi hodnotami,
ktoré udava vyrobca Castic.

Pomocou metédy DLS bola zistena priemerna velkost' cCastic a distriblicia velkosti
jednotlivych Castic, ta je znazornena na obrazku 16. Touto metodou nebolo mozné zmerat
Zastice o velkosti 10 nm, nakolko pouZita vinova dizka laseru v tejto metdéde odpovedala
excitatnej vinovej dizke danych ¢astic a okrem rozptylu svetla u nich dochadzalo k emitovaniu
Ziarenia, ¢o skresl'ovalo vysledky a znemoznovalo vyhodnotenie dat. Zo zistenej priemernej
velkosti ¢astic bol pomocou Stokes-Einsteinovej rovnice vypocitany difuzny koeficient.
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Obrazok 16: Velkost castic zistena pomocou metody DLS

Vypocitany difizny koeficient a experimentalne zistena velkost” ¢astic pomocou DLS bola
nasledne porovnana s datami zistenymi z FCS. Pomocou FCS bol zisteny difuzny koeficient,
ktory bol pomocou Stokes-Einsteinovej rovnice prepocitany na vel'kost” Castic. Vsetky tieto
vysledky spolu s teoretickou hodnotou priemeru ¢astic a z toho uréeného koeficientu su zhrnuté
v tabul’ke 1.

Tabulka 1: Teoretické a experimentalne zistené hodnoty velkosti castic a ich difiizneho koeficientu vo

vode
Teoretickad hodnota DLS FCS

Priemer | Difazny koeficient | Priemer | Difazny koeficient | Priemer | Difizny koeficient

[nm] [um?/s] [nm] [pm?/s] [nm] [pm?/s]

10,00 47,77 - - 16,47 29,00

30,00 15,92 41,60 11,48 43,43 11,00

50,00 9,55 82,26 5,81 68,25 7,00

70,00 6,82 110,20 4,34 108,08 4,42
100,00 4,78 168,60 2,83 145,20 3,29

Ako je mozné vy¢itat’ z tabulky 1, hodnoty difuzneho koeficientu a velkosti Castic zistené
pomocou metdd FCS a DLS su priblizne zhodné. Tieto experimentalne zistené hodnoty sa v§ak
lisia od hodnoty udavanej vyrobcom, ato Vv niektorych pripadoch (napriklad pre 100 nm
Castice) o viac ako 60 %. Takisto je mozné z obrazku 16, vycitat, ze napriek udavanej
monodisperzite, vysledky z DLS monodisperzitu nepotvrdili, prave naopak.

Meranie pomocou DLS bolo opakované niekolkokrat, na roztoky bol vyskuSany pred
meranim aj ultrazvuk, no vysledky z DLS vychadzali stale rovnako. Vzhl'adom na opakovany
vel'ky pocet experimentov, ktory udédval stale rovnaky vysledok a potvrdenie velkosti Castic
dvoma na sebe nezavislymi metodami, bol s touto skuto¢nostou konfrontovany aj vyrobca
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Castic, ktory vSak neposkytol ziadne relevantné stanovisko a tvrdil, ze dané castice by mali
vykazovat’ udavanu velkost' a monodisperzitu. Preto vo vSetkych dalSich vypoétoch boli
pouzité hodnoty velkosti Castic, ktoré boli experimentalne overené, avsak, v texte aj grafoch
nad’alej Castice ostavaju oznacované vel’kost'ou, ktort udaval vyrobca. Pri vyhodnocovani dat
nameranych pomocou FCS metody bola pouzitd velkost cCastic, ktoré boli zistené touto
metodou.

5.3 Vplyv parametrov, ktoré ovplyviiuju rieSenie kubickej rovnice

Ako bolo spomenuté v kapitole 4.9, MSD je mozné z autokorela¢nej funkcie dostat’ pomocou
kubickej rovnice (36). V tejto rovnici vystupuji 4 experimentalne zistené parametre, ktoré
mdzu mat’ vplyv na jej rieSenie. Medzi tieto parametre patri autokorelacnd funkcia G (t), ktora
je zistena pomocou fitu dat. Fitom nameranych dat je zisteny aj pocet &astic N. Dal§imi
parametrami, ktoré maju na toto rieSenie vplyv s rozmery konfokalneho objemu, ktoré su
zistené jeho kalibraciou — jeho priemer w,,, a dizka w,.

Zisk autokorela¢nej funkcie G(t) z nameranych surovych dat je popisany v Kapitole 4.9.
V tejto praci bol zisteny vyrazny vplyv vyberu matematického modelu pri fitovani dat na tvar
MSD krivky. Ak je pouzity matematicky model Pure Diffusion, fitom dat je mozné ziskat
typicka autokorelacnt Krivku, ktora ma tvar obratenej sigmoidy. Tento tvar nafitovanych dat
sa na rieSeni kubickej rovnice prejavi linearne, ako je zobrazené na obrazku 17.
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Obrazok 17: Graf vlavo ukazuje autokorelacnu funkciu ziskanu fitovanim surovych dat matematickym
modelom Pure Diffusion, graf vpravo zndzoriuje rieSenie odpovedajiicej kubickej rovnice vynesené do

grafu pri zadani spravnych rozmerov konfokalneho objemu a spravnom pocte castic
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Avsak, tento model nie je vzdy mozné pouzit’ na namerané data. Obcas je fotofyzika daného
vzorku zlozitejSia a surové data nie je mozné tymto modelom nafitovat’, pretoze sa jednoducho
tento model nechyti. Preto je niekedy nutné pouzit’ napriklad model Triplet Extented 3D, kedy
je mozné v tomto modeli zohl'adnit’ viac difuznych koeficientov ¢i viac tripletov. Obrazok 18
znazornuje fit takychto dat a je mozné si v§imnut’, Zze tato nafitovana krivka naozaj odpoveda
surovym datam. Na tomto obrdzku je d’alej mozné si v§imnut’, ako sa tento tvar nafitovanych
dat prejavi na grafickom znazorneni rieSenia kubickej rovnice — zavislost MSD na Case
nevykazuje linearny trend.
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Obrdzok 18: Graf vlavo ukazuje autokorelacnu funkciu ziskanu fitovanim surovych dat matematickym
modelom Triplet Extented 3D, graf vpravo zndzorfiuje riesenie odpovedajiicej kubickej rovnice

vynesené do grafu pri zadani spravnych rozmerov konfokdlneho objemu a spravnom pocte castic

Nelinearna zavislost” MSD na ¢ase indukuje viskoelastické spravanie a je mozZné, aby takato
zavislost’ vysla aj pri vyhodnocovani dat pomocou modelu Pure Diffusion. Avsak, v tejto praci
bol odsledovany vplyv pouzitého modelu na tvar krivky aj u vzoriek, ktoré by viskoelastické
spravanie vykazovat nemali. Preto je vol'ba vhodného matematického modelu vel'mi ddlezita.

Dalsimi parametrami ovplyviujiicim rieSenie kubickej rovnice s rozmery konfokalneho
objemu. Priemer konfokalneho objemu sa v danej kubickej rovnici sa vyskytuje s druhou
a $tvrtou mocninou, zatial’ &o jeho dizka sa vyskytuje s druhou mocninou. Ako bolo v tejto praci
zistené, tieto parametre nemenia tvar ¢asovej zavislosti MSD, ale postvaja dant krivku v smere

osy'y.
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Obrazok 19: Graf zndzornujiici zavislost MSD na case pri zadani spravnej dizky konfokdlneho

objemu, sprdavnom pocte Castic a autokorelacnej funkcie ziskanej modelom Pure Diffusion pri sprdvom
urceni priemeru konfokdlneho objemu (zelena), mensom priemere konfokdlneho objemu oproti

skutocnosti (modra) a vicsom priemere oproti skutocnosti (Zlta)

Ako je mozné vidiet’ na obrazku 19, priemer konfokalneho objemu ma naozaj vyrazny vplyv
na posun tejto krivky od teoretickej hodnoty. Hodnoty vacsieho a mensieho konfokalneho
objemu voci skuto¢nosti boli zvolené priblizne o 50 % rozdielne voci priemeru zistenému
kalibraciou. Tieto hodnoty boli zvolené ako modelovy priklad, takéto Siroké rozpatie priemeru
konfokalneho objemu je, pri redlnom merani a spravnej kalibracii, takmer vylu¢ené. Tento
obrazok vSak nazorne ilustruje, preco je pri merani mikroreologickych vlastnosti pomocou
metody FCS vel'mi dolezita spravna kalibracia konfokéalneho objemu.

Ako uz bolo v tivode tejto kapitoly spominané, druhym rozmerom konfokalneho objemu,
ktory vstupuje do riesenia kubickej rovnice, je dizka konfokalneho objemu. Tento parameter sa
v danej rovnici, na rozdiel od priemeru konfokalneho objemu, vyskytuje len s druhou
mocninou. Jeho vplyv na zavislost MSD na Case je znazorneny na obrazku 20. Opét, takisto
ako v pripade priemeru konfokalneho objemu, boli zvolené modelové hodnoty, ktoré sa 1isili
od experimentalne zistenej hodnoty taktiez priblizne o 50 %. Tu je mozné pozorovat’, Ze zmena
dizky konfokéalneho objemu nema na ¢asovi zavislost MSD Ziadny vyrazny vplyv. Na obrazku
20 je mozné pozorovat’ maly posun kriviek a Vv pripade uréenia mensej dizky konfokalneho
objemu voci skuto¢nosti dochadza k miernemu odkloneniu MSD krivky od teoretickych
hodnot.
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Obrazok 20: Graf znazornujuci zavislost MSD na case pri zadani spravneho priemeru konfokalneho
objemu, spravnom pocte castic a autokorelacnej funkcie ziskanej modelom Pure Diffusion pri
spraviom urceni dizky konfokdlneho objemu (zelend), mensej dlzke konfokalneho objemu oproti

skutocnosti (modra) a vicsej dizke oproti skutocnosti (21td)

Poslednym parametrom, ktory do kubickej rovnice vstupuje, je pocet Castic. Ako sa ukazalo,
tento parameter ma najvacsi vplyv na tvar MSD krivky. Nevyhodou tohto parametra je, Ze ho
z vysledkov fitu FCS nie je mozné dostat’ jednoznacne urceny. Je ziskany ako urcita
hodnota + urcita chyba. Dosadenim réznych hodnét z tohto intervalu do kubickej rovnice je
mozné dostat’ MSD krivky, ktoré zndzortiuje obrazok 21. Ako je mozné si v§imnut,, pri zadani
nespravnych hodnét dochddza v nizkych ¢asoch k vyraznému odchyleniu hodnoty MSD
od teoretickej hodnoty. Treba podotknut’, Ze v tomto pripade s, na rozdiel od predchadzajicich
obrazkov, kde bol porovnavany vplyv rozmerov konfokalneho objemu, krivky vytvorené
realnymi experimentalne zistenymi datami a skuto¢na hodnota Castic sa od vacésej hodnoty
a mensej hodnoty lisi priblizne o 0,5 %.

Momentalne jedinou moznost, ako zistit' skutoény pocet Castic v konfokdlnom objeme
a ziskat’ tak MSD krivku, ktora bude zmysluplna, je metéda pokus-omyl. Z intervalu poctu
Castic zistenym fitom je potrebné dosadzat’ hodnoty poctu Castic az kym nie je ziskana krivka,
ktora je na svojom zaciatku vyrovnana. Ak je pocet Castic, ktory je zadany do vypoctu vacsi
nez skutocny pocet Castic, hodnoty MSD vyjda v nizkych ¢asom zaporné, ¢o samozrejme
nedava zmysel. Pokial’ je naopak pocet castic mensi, hodnoty MSD naopak vyjdu prili§ vysoke.
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Obrazok 21: Graf znazoriujuci zavislost MSD na case pri zadani autokorelacnej funkcie ziskanej
modelom Pure Diffusion, spravneho priemeru a dizky konfokdlneho objemu a pri spraviom urceni

poctu castic (zelena), mensom pocte Castic oproti skutocnosti (modra) a vacsom pocte castic oproti

skutocnosti (Zlta)
5.4 Mikroreologické vlastnosti glycerolu

Spravanie Castic V danych prostrediach bolo v tejto praci sledované dvoma spdsobmi. Prvym
Znich st spominané zavislosti MSD na case, ktoré boli vyhodnocované prostrednictvom
software MATLAB, druhym sposobom bolo sledovanie difuzneho koeficientu jednotlivych
Castic v danom prostredi.

Vdaka newtonovskej povahe roztokov glycerolu bola predikcia tvaru zavislosti MSD
na Case linearna. Tato linearna zavislost’ bola potvrdena v praci Jakuba Mondeka [4] aj Petry
Kabrtovej [3]. Vysledky ziskané v tejto praci sa odliSuju od ich vysledkov. MSD krivky
experimentalne zistené v tejto praci vykazuju linearne chovanie len vo vode a v 50 % glycerole,
vo vSetkych vyssich koncentracidch mé ¢asova zavislost MSD nelinedrny trend.

Ako vsak bolo diskutované v kapitole 5.3, vyrazny vplyv na tvar MSD krivky ma pouzity
fitovaci matematicky model. Petra Kabrtova [48] pouzila vo svojej praci na ziskanie fitu model
Pure Diffusion pre roztoky vody aj glycerolu. V tejto praci bolo mozné pouzit’ tento model len
na vzorky Castic v prostredi deionizovanej vody. Ziskané MSD krivky pre vodné prostredie st
vyobrazené na obrazku 22, na ktorom je mozné pozorovat, ze ziskané hodnoty sa naozaj blizia
teoretickym hodnotam.
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U 70 nm castic je vidiet na zaciatku krivky odchylenie od teoretickej hodnoty. Ako bolo
diskutované v kapitole 5.3, toto odchylenie je spdsobené pravdepodobne uré¢enim nespravneho
(menSieho) poctu Castic v konfokdlnom objeme.
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Obrazok 22: Casova zavislost MSD pre rozne velkosti Castic v prostredi deionizovej vody

Avsak, pre vodné roztoky glycerolu nebolo mozné model Pure Diffusion pouzit’. Fotofyzika
pouzitych Castic v danom prostredi tomuto modelu neodpovedala a model sa odmietal chytit’.
Preto bolo nutné pouzit’ model Triplet Extented 3D. Ako ilustruje obrazok 23 na ktorom je
vyobrazena Casova zavislost MSD pre rozne velkosti Castic v 50 % glycerole, napriek pouzitiu
zlozitejsieho modelu vychadzaji v tomto pripade experimentalne hodnoty velmi blizko
teoretickym hodnotam. U castic o velkosti 70 nm dochadza opdt na zaciatku krivky
k odchyleniu, ¢o moze byt sposobené nespravnym odhadom poctu Castic.

Dalej je mozné si na tomto obrazku viimnut znaéné odchylenie krivky pre 10 nm od
teoretickej hodnoty, ¢o moze byt spdsobené nespravnou kalibraciou konfokalneho objemu.
NavySe tato krivka V strednych cCasoch zaCina vykazovat nelinearne chovanie. Tu sa
pravdepodobne zacina prejavovat’ vplyv komplikovanejsicho fitovacieho modelu, pretoze tieto
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jediné Castice mali int fluorescenciu ako ostatné a pri vyhodnocovani bolo nutné aby fit ¢o
najlepSie odpovedal, ich vyhodnotit’ na dva difuzne koeficienty. Nafitovana autokorela¢na
krivka pre 10 nm castice sa teda blizila svojim tvarom krivke vyobrazenej na obrazok 18, zatial
¢o vsetky ostatné krivky napriek komplikovanejSiemu pouzitému modelu, sa stale blizi
typickému tvaru obratenej sigmoidy.
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Obrizok 23: Casova zavislost MSD pre rézne velkosti castic v prostredi 50 hm. % glycerolu

Diametralne odlisné vysledky boli ziskané pre vSetky vysSie koncentracie glycerolu. Na
obrazku 24 je mozne vidiet MSD krivky v 60 hm.% glycerole. Na vyhodnotenie tychto dat
v programe SymPhoTime 64 bol opét’ pouzity model Triplet Extented 3D. Napriek tomu, Ze
nebolo nutné pouzit’ do modelu viac difuznych koeficientov i tripletov ako tomu bolo u 50 %
glycerolu a 10 nm castic, tieto MSD krivky uz nevykazuju linearne chovanie napriek
predpokladu, ze vodné roztoky glycerolu st newtonovska kvapalina a nemali by vykazovat
viskoelastické vlastnosti. Tu je mozné predpokladat’, Ze vplyv na findlny tvar kriviek MSD ma
naozaj pouzitie komplikovanejSicho matematického modelu a na vyhodnotenie dat by bolo
vhodnejsie pouzit’ model Pure Diffusion, keby je to mozné.
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Na tomto grafe je ale opidt’ mozné v nizkych ¢asoch sledovat’ vplyv nespravneho urcenia
poctu Castic v konfokalnom objeme — ato konkrétne pre velkost 50 nm, kedy bol
pravdepodobne pocet Castic v objeme ureny o malo viac, nez bol skuto¢ny. Ako uz bolo
diskutované v kapitole 5.3, pocet Castic je hodnota, ktora je zistena s ur¢itou neistotou, ktora vo
vypocte nie je zohl'adnena a musela by byt’ otestovana pre vSetky hodnoty v tomto intervale.
Dalej tento nevhodne uréeny podet Castic moze byt sposobeny aj koncentraénymi
nehomogenitami.
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Obrizok 24: Casova zavislost MSD pre rézne velkosti castic v prostredi 60 hm. % glycerolu

Okrem pohl'adu cez MSD krivky bolo na spravanie €astic v prostredi o roznej viskozite eSte
nahliadané druhym sposobom ato pomocou difuzneho koeficientu. Ten bol ziskany
z nameranych FCS dat pomocou fitu. Bolo predpokladané, Ze so zvySujicou sa koncentraciou
glycerolu bude pozorované znizovanie difuzneho koeficientu. Tento predpoklad bol tspesne
overeny a trend bol takmer linearny, o taktiez odpoveda predikcii, nakol’ko so zvySujicou sa
koncentraciou by sa mala zvySovat’ viskozita roztoku a tad by mala vstupovat’ nepriamoumerne
do Stokes-Einsteinovej rovnice. Jej prejavom by teda malo byt spomalenie astic a zmensenie
ich diftzneho koeficientu. Toto ilustruje obrazok 25, kde je d’alej mozné tiez sledovat’ d’alsi
predpokladany trend a to, Ze so zvaésujticim sa vel’kost'ou ¢astic bude klesat’ difizny koeficient.
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Obrazok 25: Zavislost difuzneho koeficientu na koncentracii glycerolu pre castice o roznych

velkostiach

Na obrazku 25 je mozné si d’alej v§imnut', Ze vSetky krivky, okrem krivky pre 10 nm, sa
koncia skor ako v 100 hm.% glycerolu. V tychto miestach sa krivky uz limitne blizia nule. Tieto
koncentracie glycerolu, pri ktorych sa difizny koeficient blizi nule, boli ur¢ené ako
koncentrécie, v ktorych castice uz takmer nedifunduji a je mozné povedat’, Ze Castice sa vo
viskozite prostredia odpovedajiicej danej hmotnostnej koncentracii glycerolu zastavili.
Experimentalne bola tato koncentracia urcena ako t4, pri ktorej vyhodnocovani nameranych dat
z FCS, uZ autokorela¢né funkcie nekorelovali a chyba merania bola prili§ velkd. Porovnanie
nekorelujucich a korelujucich dat je znazornené na obrazku 26.

Vo vSeobecnosti, pri merani bolo mozné pozorovat’ isty trend - so znizujucou sa hodnotou
difuzneho koeficientu autokorelacna funkcia vykazovala stale menej a menej typicky charakter.
Surové data bolo ¢im dalej, tym tazSie nafitovatelné danym matematickym modelom,
zvySovala sa chyba a nepresnost’ merania. Toto mohlo byt sposobené aj zmenou indexu lomu,
kedy bol pouzity objektiv s vodnou imerziou, a index lomu vody je zna¢ne odlisny od indexu
lomu koncentrovanejSich roztokov glycerolu. Preto by bolo vhodné premerat’ tieto roztoky
pomocou objektivu s olejovou imerziou, alebo by bolo vhodné pouzit' dvojohniskova FCS,
ktora by tiez mala viest' k menSim chybdm v merani. Z ¢asovych dévodov nebola ani jedna
zZ tychto metdd vyskasana.
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Obrdzok 26: Autokorelacnd funkcia pre 30 nm vo vode (oranzovad) a autokorelacna funkcia pre 30 nm
Castice v 93 hm.% glycerole (modra)

Z obrazku 25 je mozné si eSte povSimnut, ze napriek tomu, ze krivka pre 10 nm castice sa
taktiez blizi nule, ako jedina pokracuje az do 100 hm.% glycerolu. Je to preto, lebo aj napriek
nizkemu difiznemu koeficientu, stile vykazovala peknt autokorelacnti funkciu, ktora sa dala
vyhodnotit. Preto pre tito jedinu velkost nebola urcena viskozita, v ktorej by doslo
k zastaveniu Castic. Vysledky pre ostatné velkosti Castic st zhrnuté v tabulke 2. Pre
koncentracie glycerolu, v ktorych doslo k zastaveniu danej velkosti Castic bola pomocou
konvencénej reologie zistena viskozita daného roztoku. T4 je taktiez uvedena v tabul'ke 2.

Tabulka 2: Koncentracie glycerolu, v ktorych sa jednotlivé castice zastavili a odpovedajica viskozita

zistena reologickym meranim

Velkost’ Castic [nm] Koncentracia glycerolu [hm.%o] Viskozita [mPa-s]
30 93 328,63
50 90 222,25
70 87 150,28
100 75 41,23
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5.5 Mikreoreologické vlastnosti agarozy

Tak isto, ako v pripade glycerolu, aj na mikroreologické vlastnosti agarézy boli pozerané
z dvoch uhl'ov. Vysledky uhl’a pohl'adu skrz diftzne koeficienty su zobrazené v tabul’ke 3.

Tabulka 3: Difiizne koeficienty [um?s] jednotlivych velkosti castic v réznych prostrediach

Koncentracia agarézy [hm.%]|
Vel’kost’ ¢astic 0.5 1 15 5
[nm]
10 10,30 5,23 5,23 3,87
30 9,63 2,40 3,10 2,30
50 1.39 2,04 Autofluorgscenma Autofluorgscenma
agarozy agarozy
70 6,17 3,35 Autofluorgscenua i
agarozy
100 Autofluorgscenma i i i
agarozy

Pri merani vySlo niekol’ko zaujimavych hodndt, ktoré sa radovo lisili od ostatnych hodnot.
Bola to napriklad hodnota difizneho koeficientu 188 um?-s?® pre &astice o velkosti 50 nm
V2 hm.% agardzy. Tato hodnota sa vyznamne liSi od hodnoty experimentdlne zisten¢ho
difazneho koeficientu tychto astic v prostredi vody, ktora sa pohybuje okolo 7 um?-s-1. Nie je
pravdepodobné, aby v agar6zovom géle, kde sa Castice pohybuju v poroch, ktoré su vyplnené
vodou, sa Castice pohybovali priblizne 26-krat rychlejSie ako vo vodnom prostredi. Ako vo
svojej praci diskutovala Alica DuSenkova [49], pri takychto vysokych hodnotach diftizneho
koeficientu pravdepodobne nepojde o fluorescecny signal z Castic ale zo samotnej agarozy.

V tabulke 3 je mozné si vSimnut urcity trend — so zvySujucou sa koncentraciou agarozy
dochadza k vykazovaniu autofluorescencie agardzy u ¢oraz mensich Castic. Na zéklade tohto
trendu by sa dalo predpokladat, Zze v tychto koncentraciach dochadza k zastaveniu castic,
Castice sa uz nepohybuju a ziskany signal je autofluorescencia agar6zy. Preto neboli niektoré
kombinécie koncentracie agardzy a velkosti Castic d’alej merané.

Dalej je mozné z tabul’ky vy¢itat, ze na rozdiel od prostredia glycerolu, prostredie agarozy
nevykazuje ziadnu zavislost’ medzi koncentraciou pouZzitej agardzy a difiznych koeficientom
danych castic. Graficky to znazoriiuje obrazok 27.

Difuzne koeficienty sa rddovo priblizuji experimentalne zistenym koeficientom Vv prostredi
vody, ktoré st uvedené v tabulke 1. Pri merani v roznych castiach hydrogélu boli zistené
rozdiely v difaznych koeficientoch v jednotlivych ¢astiach gélu. Toto mdze byt’ spdsobené tym,
Ze agardza je fyzikalny gél, v ktorom nie je mozné nijakym spdsobom ovplyvnit' vnutorné
usporiadanie a péry v Struktire su rozne velké, ¢o spdsobuje, Ze Castice su v niektorych
miestach rychlejsie, inde sa zastavia a niekde su pomalSie.
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Obrazok 27: Zavislost difiizneho koeficientu danych castic na koncentrdcii pouZitej agarozy

Dalej bolo na mikroreologické vlastnosti pozerané aj pomocou zavislosti MSD na ¢ase. Pre
porovnanie dat bola zvolena ako teoretickd hodnota hodnota MSD danej velkosti Castic vo
vode. Pre Castice o velkosti 10 nm su dané krivky v rozne koncentrovanych agardzach
znazornené na obrazku 28. Tu je mozné pozorovat’ znacné odchylenie a zmenu danych kriviek
oproti teoretickej hodnote. Agardzové hydrogély su viskoelastické materialy, u ktorych tvar
MSD kriviek zavisi na obsahu viskdznej a elastickej zlozky. V nizkych €asoch je mozné
pozorovat’ odchylenie MSD od teoretickej hodnoty — ako uz bolo v predchadzajicich
kapitolach diskutované, na toto odchylenie mé vplyv presné urcenie poctu Castic. V strednych
Casovych intervaloch je mozné pozorovat’ zmenu tvaru krivky. Tato zmena je pravdepodobne
spdsobend prevahou elastickej zlozky nad viskdznou. Posun tejto hodnoty k niz§im hodnotam
MSD indikuje vacsi podiel zloZky elastickej. To znaci zadrZiavanie Castic Struktirou hydrogélu.
V dlhsich ¢asoch mozno opit” pozorovat’ linearny trend zavislosti MSD na cCase, kde uz
pravdepodobne nedochédza k zadrZaniu Castic Struktirou, a Castice tak moézu difundovat’ dale;j.

50



MSD [um2]

1000

100

10

0,1

0,01

0,001

0,0001

0,00001

0,000001
0,0000001 0,000001 0,00001 0,0001 0,001 0,01 01

Cas [s]

1,5 % agardza

2 % agardza = = =voda teoreticka hodnota

1 % agaroza 0,5 % agaroza

Obrazok 28: Zavislost MSD na case pre 10 nm castice a rozne koncentrdcie agarozy
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6 ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bolo vykonat experimenty sroznymi velkostami castic
Vv prostredi o roznej viskozite a urcit’ viskozitu, v ktorej dojde k zastaveniu jednotlivych castic.
Na splnenie tohto zadania bola vybrana technika mikroreologie, ktora bola merana
prostrednictvom fluorescencnej korelacnej spektroskopie. Tato metdoda pre mikroreoldgiu nie
je vo svete prili§ pouzivand najmé pre narocné a pracné vyhodnocovanie dat.

Cast’ tejto prace bola preto ststredena hlavne na optimalizaciu vyhodnocovania dat, kedy
bol upraveny uz existujuci skript pre programovaci jazyk MATLAB tak, aby bolo
vyhodnocovanie ¢o najviac intuitivne a obsahovalo ¢o najmenej manudlnych krokov.
Prostrednictvom tohto skriptu su ziskané hodnoty MSD. Z nich je mozné vytvorit' graf
zéavislosti MSD na cCase. V d’alSej Casti prace bol detailne rozobrany vplyv jednotlivych
experimentalne zistovanych parametrov na tvar MSD krivky. Bolo zistené, ze vyrazny vplyv
na tvar krivky ma pocet Castic v konfokalnom objeme. Tento parameter je zaroven
najnarocnejSie ur€it presne, vzhladom ktomu, Zze znameranych dat je extrahovany
V intervalom rozpéti a moze byt’ ovplyvneny nehomogenitou vzorku.

Najzasadnejsim parametrom, ktory moze viest k nespravnej interpretacii dat, je
autokorelacnd funkcia. TG je mozné z nameranych dat ziskat' nafitovanim matematickym
modelom v prostredi programu SymPhoTime 64. Ako najvhodne;jsi sa ukazuje byt model Pure
Diffusion. Iné modely mo6zu viest na nelinearnu zavislost MSD na cCase aj v pripade
newtonovskych kvapalin, ktoré by mali vykazovat linedrnu zavislost'.

Vplyv rozmerov konfokalneho objemu na tvar Casovej zavislosti MSD nebol oproti
predchadzajiicim dvom parametrom nijak vyznamny. Priemer konfokédlneho objemu thto
zavislost' postiva v smere osy y oproti teoretickym hodnotam. Dizka postva taktieZ ale v ovel'a
mensej miere ako priemer. Tomuto posunu sa da zabréanit’ spravnou kalibraciou konfokalneho
objemu.

Ako modelové prostredie pre experimenty boli v tejto praci vybrané rdzne koncentracie
vodnych roztokov glycerolu a rézne koncentrované agarézové gély. Do tychto prostredi boli
inkorporované fluorescencné nanocastice piatich vel'kosti, kedy najmensie ¢astice mali 10 nm
anajvacsSie 100 nm. Najskor bola vykonand spektralna a velkostna charakterizdcia danych
Castic, kedy bolo zistené, ze velkost castic neodpovedd velkosti uvadzanej vyrobcom.
Nasledne boli pripravené roztoky glycerolu a agar6zové gély premerané pomocou FCS. Data
z tychto merania boli pomocou programu MATLAB a MS Excel prevedené na MSD krivky.

Prostrednictvom diftzneho koeficientu a korelaénych funkcii boli uréené koncentracie
glycerolovych roztokov, v ktorych dojde k zastaveniu jednotlivych Castic. Pomocou reoldgie
bola ur¢ena viskozita danych roztokov. 10 nm Castice sa nezastavili ani v 100 % glycerole.

Castice v agarézovych géloch nevykazovali, na rozdiel od glycerolovych roztokov, linearnu
zavislost’ difuzneho koeficientu na koncentracii. To je sposobené tym, Ze tieto gély su fyzikalne
sietované aroznych miestach maji rézne vlastnosti. Bolo vSak unich mozné pozorovat
zaujimavl charakteristiku — od urcitej kombindcie koncentracie agardzy a velkosti Castic,
Castice vykazovali nepravdepodobne vysoky difuzny koeficient. Pravdepodobne $lo
0 autofluorescenciu agardzy a vyskyt tohto vysokého difuzneho koeficientu by mohol
indikovat’ zastavenie Castic v danom prostredi.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

FCS
DLS
QELS
DWS
MSD
CTAB
SFCS
FLIM
DMSO

E &M 9SS >R =2>m7Q9

M
o

fluorescen¢na korelacna spektroskopia
dynamicky rozptyl svetla

kvazielastisky rozptyl svetla

difuzna vlnova spektroskopia

stredna hodnota Stvorca posunu
cetyltrimethylamonium bromid

skenovacia fluorescencna korela¢na spektroskopia
fluorescence lifetime imaging microscopy
dimethyl sulfoxid

Smykové napitie

sila

plocha dosky v paralelnom doskovom modele
relativna deformadcia pri namahani v Smyku

vzdialenost’, o ktora sa posunie vrchna doska v paralelnom doskovom modeli
vzdialenost’ medzi spodnou a vrchnou doskou v paralelnom doskovom modeli

rychlost’ deformécie

casovy interval

dynamicka viskozita

doty¢nicové napdtie

deformacia

fazovy posun

uhlova frekvencia

pociatocné deformacia

je pociato¢né napétie.

komplexny modul pruznosti
elasticka cast’ modulu pruznosti
stratova cast’ modulu pruznosti
imaginarna jednotka

komplexny $mykovy modul
elasticka ¢ast’ Smykového modulu
stratovy modul Smykového modulu
stratova tangenta
pravdepodobnost’ pohybu cCastic
posun castice

konStanta, ktora ma polovi¢nt hodnotu ako difizny koeficient

stredny posun

difizny koeficient
difizny tok
koncentracia
Boltzmanova konstanta
frikény koeficient
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(AX?(s))
G(s)

s

So

polomer Castice

viskozita disperzného prostredia
termodynamicka teplota

polomer cCastice

dizka posunu

dimenzia

Laplaceové transformacia MSD
viskoelastické spektrum
Laplaceova frekvencia

zakladny singletovy stav
excitovany singletovy stav
excitovany tripletovy stav
korelacna funkcia pre DLS

intenzita

baseline

koherencny faktor

korela¢na funckia elektrického pol'a
parameter umerny difiznemu koeficientu
vlnovy vektor

hydrodynamicky polomer
autokorelacné funkcia

pocet Castic

efektivny objem

faktor, urcujuci excentricitu okonfokalneho objemu
priemer konfokalniho objemu

dizka konfokalneho objemu
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Obrazok 29: Zavislost viskozity na Smykovej rychlosti pre urcené hmotnostné koncentrdcie glycerolu
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Obrazok 30: MSD krivka pre 100 nm castice v prostiedi 0,5% agarozy
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Obrdzok 31: MSD krivky pre 30 nm cCastice v prostredi rézne koncentrovaného agarozového gélu
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Obrazok 32: MSD Kkrivky pre 50 nm castice v prostredi rézne koncentrovaného agarézového gélu
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Obrazok 33: MSD krivka pre 30 nm castice v 93% glycerole, ktory bol urceny ako hmotnostna

koncentracia, pri ktorej dojde k zastaveniu castic
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