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ABSTRAKT

Cielom tejto bakalarskej prace je experimentidlne sledovanie procesu gelacie
na modelovom polymére pomocou DLS mikroreoldgie. Modelovym polymérom bola zvolena
agaroza a pre mikroreologické meranie boli pouzivané polystyrénové castice. Pomocou
metody dynamického rozptylu svetla boli skimané roztoky agardzy o réznych hmotnostnych
koncentraciach. Z nameranych dat boli vytvorené grafy zavislosti MSD na Case, ktoré boli
porovnavané na zaklade MSD kriviek a vynesenych chybovych tuseciek. Porovnavané boli
taktiez hodnoty difiznych koeficientov pre vSetky roztoky a kazdu teplotu.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of gelation process on model polymer through
DLS microrheology. As the model polymer was used agarose and for microrheological
measurement were used polystyrene particles. Agarose samples of various mass
concentrations were studied through dynamic light scattering. Measured data were used
to create graphs of MSD against time which were compared to MSD curves and error bars.
The values of diffusion coefficients for all samples and each temperature were also compared.
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1 UVOD

Mikroreoloégia je termin, ktory nepopisuje jednu hlavnu techniku, ale skor subor pristupov,
ktoré sa snazia prekonat’ niektoré vazne reologické obmedzenia, ktoré nie sme schopny touto
metodou prekonat’. Mikroreologické techniky sa delia na aktivne metddy a pasivne metddy.
Aktivne metody vyzaduju manipulaciu Castic pdsobenim vonkajsich sil, ¢im sa tato technika
stava zlozitejSou. Pasivne metddy st zalozené na teplotnych fluktuaciach vlozenych castic,
teda na sledovani ich Brownovho pohybu. Do pasivnych technik sa zarad'uje dynamicky
rozptyl svetla (DLS), ktory sa pouziva nie len na zistenie viskozity, ale aj modulu pruznosti
viskoelastickych materidlov. Tato metdoda vznikla uz na zaciatku minulého storocia
na zaklade pozorovania vyznamného javu pri styku svetla anehomogénnej latky,
kedy dochadzalo k rozptylu svetla. DLS si ziskala Siroké pole pdsobnosti. K najcastejsie
Studovanym materidlom pomocou DLS mikroreoldgie patria gély, polymérne zmesi
a koloidné suspenzie.

Mikroreologia je obzvlast atraktivna pre Stadium gelacie, proces, vyznacujuci
sa mimoriadne malymi pociatocnymi modulmi a krehkymi Struktarami, ktoré sa v klasickom
reometry I'ahko deformuju.

Mikroreoldgia kombinuje vedomosti a techniky z mnohych vednych odborov, vratane
chémie, fyziky, Statistiky, mikroskopie a analyzy obrazu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mikroreologia

Mikroreologia je nova technika, ktora ma potencial na prekonanie urcitych obmedzeni
klasickej reologie, ako je neschopnost’ merania nehomogénnych materidlov a nutnost’ merania
vzoriek o vysSich objemoch (v rade mililitrov) s obmedzenym rozsahom frekvencie
(do 10 Hz). Skuma javy podielajice sa na skladovani a rozptyleni mechanickej energie
v ,makkych® materidloch na uGrovni mikrometrov alebo submikrometrov. Pouziva
sa k sondovaniu priestorovych mechanickych vlastnosti prostrednictvom vlozenych castic
v komplexnych tekutinach. Pohyb castice, ktory sa vztahuje k vysledne; deformacii
je zaznamenany pomocou optickych technik, ako su napriklad techniky zalozené na rozptyle
svetla alebo modernd mikroskopia s vysokym rozliSenim. Tento pohyb je kvantitativne
analyzovany z hladiska miestnych viskoelastickych vlastnosti okolitého prostredia.
Castice mozu byt bud’ vlozené, alebo mdzu byt stéastou skutoéného systému. Podl'a spdsobu
pohybu tychto Castic rozliSujeme pasivnu a aktivahu mikroreologiu. Analyzou pohybu Castic
je mozné ziskat’ kvantitativne informacie o reologickych vlastnostiach komplexnych tekutin,
ako su emulzie a gély. Okrem toho sa zistilo, ze mikroreologické udaje mozu byt vo vybornej
zhode s mechanickymi makroreologickymi meraniami [1, 2, 3].
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Obrazok 1: Rozsah frekvencii vhodnych pre niektoré mikroreologické techniky [3].

2.2 Aktivna a pasivna mikroreologia

Mikroreologické techniky si zvycajne rozdelené do dvoch hlavnych kategorii: aktivnych
technik, ktoré vyzaduji manipulaciu s Casticami pdsobenim vonkajSich sil, napriklad
magnetické pole, elektrické pole alebo opticka pinzeta a pasivnych technik, ktoré su zalozené
na teplotnych fluktuaciach vlozenych castic. Pasivne techniky vyuzivaji iba Brownovho
pohybu zaclenenej Castice a su zvy€ajne vhodnejsSie pre meranie vzoriek s nizkou viskozitou,
zatial Co aktivne techniky moézu rozsirit meratelny rozsah pre vzorky obsahujice znacné
mnozstvo flexibility. Medzi najbeznejSie pouzivané pasivne metddy patri jednocCasticova
mikroreologia (particle tracking microrheology PTM), ktora je tiez znama ako
videomikroreologia (video based particle tracking microrheology VBPTM), dvojcasticova
mikroreologia (two particle tracking microrheology TPM), dynamicky rozptyl svetla



(dynamic light scattering DLS) a difizna vinova spektrometria (diffusing wave spectroscopy
DWS) [1].

2.2.1 Jednocasticova mikroreologia

Hlavnou myslienkou jednocasticovej mikroreologie je sledovanie trajektorie Castic,
vyuzitim Brownovho tepelného pohybu, vlozenych do systému pomocou videomikroreologie
alebo inych optickych technik. Moze byt sledovanych az tisice Castic o roznych velkostiach.
Trajektorie Castic, ktoré mdze byt bud volné alebo na medzifazovom rozhrani, umoziuju
vypodet stredného kvadratického posunu (MSD = (Ar’(7))), ktory je definovany ako:

<Ar2(r)>:0r-(t+r)—r-(txz) (1)

kde r je d-rozmerna pozicia Castice, T je Casovy interval a zatvorky znamenaju, Ze sa jedna
o priemernu hodnotu v ¢ase. MSD suvisi s difiznym koeficientom translacného pohybu D:

<Ar2(r)>:2-d-D-r°° )

kde a je difuzny koeficient.

V pripade difuzie v ¢isto viskoznom materialy (voda, glycerol) sa hodnota oo = 1. Viskozita
okolitého prostredia Castice je potom dana Stokes — Einsteinovou rovnicou:

o kT

_6-n-a-n )

kde a je polomer Castice, 1 je koeficient viskozity a kg je Boltzmannova konStanta.

Pohyb mikroc¢astic u vysoko viskdznych materialoch nejde jednoducho interpretovat
za predpokladu, ze a < 1. Pokial’ v§ak vezmeme do uvahy viskoelasticky Maxwellov model
stredného kvadratického posunu, prijme rovnica tvar:

c-T

<Ar2(t)> :%JrT 4)

kde o je napdtie, E je modul pruznosti a vSetky veliCiny sa vztahuji na Cisté Smykové
deformacie.

Anomalna difuzia, kedy a < 1, bola pouzita v mnohych biologickych systémoch, v ktorych
bol Brownov pohyb castice obmedzeny prekazkami alebo dokonca na konkrétne oblasti.
Koeficient difuzie suvisi s koeficientom trenia f, Einsteinovym vzt ahom:

kg T
f

D 5

kde v 3-D je f dané Stokesovym zakonom. Pre Cisto viskdzne tekutiny moze byt Smykova
viskozita ziskana priamo z diftzneho koeficientu.



Vyhodou jednocasticove] mikroreoldgie v porovnani s klasickou reoldgiou je jej vACSi
frekvenény rozsah a poskytovanie informacii o nehomogénnych vzorkach, kde Castice
skimaji rozne miestne prostredie. Nevyhodou je, Zze vyzaduje pracné ladenie parametrov
sledovania a spracovanie dat. Priestorové rozliSenie optického mikroskopu obmedzuje
sledovanie vzorku s nizkou viskozitou, to si materidly, v ktorych sa sledovana Castica mdze
premiestnit’ cez vel'ké vzdialenosti [4, 5].

Superdifizne médium
(t>1
Viskozne médium

(t=1)

Viskoelastické médium

(<1
/ Elastické

médium (Tt =0)

Log ({Ar*(1)))

Log (1)

Obrazok 2: Zavislost MSD na casovom intervale pre rézne prostredia [1].

2.2.2 Dvojcasticova mikroreologia

Pokial’ dana castica ovplyviiuje svojim pohybom iba svoje blizke okolie v heterogénnom
materialy, potom tato metdda urcuje iba Struktiru a vlastnosti najblizSieho okolia Castice
namiesto reologickych vlastnosti celého materidlu. DvojcCasticova mikroreologia eliminuje
lokalne zmeny, vzhl'adom k najblizsej Struktire meranim korela¢ného pohybu dvojice Castic.
Bola vyvinuta k meraniu klasickych reologickych vlastnosti heterogénnych vzoriek
a k skimaniu priestorovej nehomogenity. Je to neinvazivna metdda, zaloZzend na merani
Brownovho pohybu vel'kého mnozstva zaClenenych Castic. Pozoruje sa vzajomna vzdialenost’
dvojice cCastic, ktora sa pohybuje v rozmedzi 10-100 mikronov. Pohyb tychto castic
nie je ovplyvneny ich vel'kostou ani tvarom a je nezavisly na Specifickej interakcii povrchu
Castice s okolitym prostredim. Aby nedochadzalo k vzajomnému prekryvaniu Castic, musi byt
vzdialenost’ ich stredov vécsia ako ich priemer.

Dvojcasticova mikroreologia vyzaduje rozsiahlejSie mnozstvo dat pre mnoho parov Castic
v rdznych vzdialenostiach, ktoré musia byt zaznamenané a analyzované k vytvoreniu dobrej
Statistiky. DalSou nevyhodou tejto metody je vysoké percento Sumu, ktory je sutastou signalu
pri merani korelaénych pohybov [2, 3].



2.2.3 Dynamicky rozptyl svetla

Meranie rozptyleného svetla je Casovo-korelacna funkcia, ktord modze byt pouzita
k ziskaniu nielen viskozity, ale aj modulu pruznosti viskoelastickych materidlov. Rozptylové
techniky v oblasti mikroreologie vyuzivaji koherentné monochromatické Ziarenie,
ktoré dopada na vzorku, kde je rozptylené mnozstvom pritomnych castic a zachytené
optickymi prvkami k meraniu intenzity rozptyleného svetla. Tradicnd DLS mikroreologia
je obmedzend na pomerne zriedené a transparentné vzorky aby sa zabranilo komplikaciam
viacnasobného rozptylu a predpokladd vyskyt nahodnych trajektorii, ktoré su spdsobené
Brownovym pohybom castic. V ideadlnom pripade je kazdy foton rozptyleny iba raz a ihned’
je nasmerovany priamo k detektoru. DLS mikroreoldgia umoziiuje pracovat’ s ovela mensim
objemom vzorku, ako je obvykle nutné pre mechanicky rota¢ny rheometer. Vysledkom
pouzitia tejto metody je priemerna hodnota MSD vsetkych cCastic ako funkcia ¢asu a hodnoty
modulov ako funkcia frekvencie.

Pre castice pohybujuce sa volne v dosledku okolitej teploty v Cisto viskoznej
(Newtonovskej) kvapaline sa MSD zvySuje linearne s Casom. Sklon tohto narastu je priamo
zavisly na difuznom koeficiente D Castice:

<Ar2(r)>:2-d-D-r°° (6)

kde d pre DLS mikroreologiu je rovné 3, diftizny koeficient a.je rovny 1 a <Ar2 (‘C)> je MSD

Castice. Po dosadeni tychto hodnot do rovnice (6) ziskame rovnicu:

<Ar2(t)> =6-D-1 (7

Pre Cisto viskozne (Newtonovské) kvapaliny potom Stokes — Einsteinov vztah poskytuje
difuzny koeficient v zavislosti na vel'kosti Castic, viskozity kontinualneho média a teplote:

oo ks T

_3-n-a-n ®

kde a je hydrodynamicky priemer cCastice, # je viskozita tekutého média, T je teplota a kg
je Boltzmannova konstanta.

DLS mikroreologia ma vyznamny potencial pre meranie slabo Struktirovanych vzoriek,
pretoze umoziuje pristup k vel'mi vysokej frekvencii, ktora je potrebna k meraniu dynamiky
tychto systémov v kriticky kratkej dobe. Su to napriklad polymérne a proteinové roztoky,
emulzie, koloidné suspenzie a gély. K stanoveniu reologickych vlastnosti vzoriek pouzitim
DLS mikroreoldgie musi byt znama vel'kost’ pouzitych Castic. Komplexné tekutiny vykazuju
takmer vyhradne viskoelastické (Nenewtonovské) chovanie. Pretoze pruznost
suspendujuceho prostredia sa stdva vyznamnou, pohyb Ccastic sa stava sub-difuzivnym
a chovanie sa vyrazne odchyluje od linearity v ¢isto viskoznej kvapaline.

Obmedzenie DLS mikroreologie vyuziva DWS, ktord umoziuje §tudium dynamiky
v koloidnych pastach a pene. DW'S ma schopnost’ §tudovat’ dynamiku a kinetiku agregatnych
systémov bez potreby rozsiahlej numerickej analyzy. Vlastny subor priemerovania odstraiuje
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priestorové informacie, a tak nie je tento sposob mozné pouzit’ vo viacfazovych médiach
[1,3,5,6].

SoSovka rozptylené svetlo

detektor

laser

vzorka

Obrdzok 3: Princip DLS [7].

2.3 Vyhody a nevyhody DLS mikroreologie
Vyhody DLS mikroreologie:

e Schopnost’ dostat’ sa do vysSich frekvencii nez klasicka reologia: Laserovo zalozena
DLS mikroreologia skama S§irSi frekvencny rozsah ako je pristupny pri klasickej
reologii, pretoze ma schopnost zachytit dynamické chovanie vo velmi kratkych
casoch. To je oblast, v ktorej sa meranie zotrvacnosti mechanickej inStrumentacie
stane silno obmedzujucim.

e Malé objemy vzoriek: Objemy vzoriek potrebnych pre DLS mikroreologiu
su zvycajne vo vel'kosti mikrolitra. To umoziuje reologicku charakterizaciu materialu,
ktory nie je k dispozicii vo vacSich objemoch.

e Rychle meranie: Pri merani suboru Statistik vyplyvajucich z tepelného (Brownovho)
pohybu sondovanej Castice skima DLS mikroreoldgia kompletny rozsah frekvencii
merania sucasne. To robi tato techniku relativne rychlou.

e Meranie pri vel'mi nizkom aplikovanom napéti: Brownov pohyb sledovanej Castice
sa vyuziva k ur€eniu linearnej dynamiky vzorku. Technika sa dobre hodi pre systémy
vysoko citlivé na tlak.

e Pouzitie systému s vysokym jedinym detekénym rozptylom: Mikroreologické merania
su mozné pri nizSich koncentraciach pridanej sledovanej Castice. To moze mat
zasadny vplyv na niektoré biologické systémy, kde minimalizacia interakcii sondy
so vzorkou moze byt komplikovanejsia [6].

Nevyhody DLS mikroreologie:
e DLS nie je schopna presne rozpoznat nami zaclenenu Casticu od pritomnej necistoty
(napriklad prachova castica) a prave preto modze byt MSD tejto necistoty pridané
do celkového priemeru hodnoty MSD, ¢im ddjde ku skresleniu vysledku.
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e DLS je do istej miery obmedzena viacnasobnym rozptylom svetla, ¢o je pre meranie
neziaduce [3].

e Pri vysokych frekvenciach DLS je obmedzena citlivost’ korelatora. Toto obmedzenie
je mozné prekonat’ pridanim mnohych rozptyl'ujucich latok do vzorku [8].

24 Gély

Gély su disperzné koloidné systémy, v ktorych su disperzné castice spojené
do trojrozmernej siete, ktora prestupuje disperznym prostredim. Spojité je nielen disperzné
prostredie, ale aj disperzny podiel. Po spojeni do sietovej Struktury sa Castice nemodzu
nezavisle pohybovat disperznym prostredim, mo6zu vykonavat iba vibraény pohyb.
Sily putajuce disperzné castice medzi molekulami disperzného prostredia sa nazyvaju
adhézne sily amoédzu byt bud chemického alebo fyzikalneho charakteru. Odstranenim
disperzného prostredia (vysuSenim gélu) vznika systém obsahujuci iba disperzny podiel
a nazyva sa xerogel. Povodny rdsolovity gél je oznacovany aj ako lyogel, pokial’ ho chceme
odlisit’ od xerogelu. Gél a proces gelacie ma vel'ky vyznam v lekarstve, bioldgii, priemysle
i v potravinarstve [9].

a) b)
® @ ¢
(- [ ]
<
o © © o
-+
(] ®

Obrdzok 4: a) Castice volne rozptylené v Cisto viskoznej kvapaline pohybujiice sa v celom vzorku.

b) Castice chytené v gélovej sieti [10].

G¢ély vznikaju procesom zvanym gelacia. Gelacia je pomaly proces, pri ktorom sa spajanim
koloidnych castic disperzného podielu v suvislu Struktiru vytvara a postupne speviiuje
priestorova siet’ — vznika gél. Okamzik prvého objavenia nepreruSovanej siete polymérneho
ret’azca rozprestierajucej sa v celom objeme reakénej nadoby sa nazyva bod gelacie. Do tohto
momentu tvori zmes kvapalina, v ktorej su rozptylené izolované Castice roznej velkosti.
Proces gelacie moze byt’ spdsobeny jednym z nasledujtcich procesov:

e Zmenou fyzikalneho stavu roztoku — Vznik fyzikalne sietovanych gélov.

e Chemickou reakciou — Moznost’ pripravy kovalentnych gélov.

e Napucanim xerogelu — Moznost’ realizacie iba u reverzibilnych hydrogélov pridanim
disperzného prostredia, napriklad vody [11, 12, 13, 14].
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G¢él mdzeme pripravit réznymi spdsobmi:

e Sietovanim linearneho polyméru — Najznamejsim pripadom je vulkanizacia kaucuku.
Cim rozsiahlejdia je vetvena §truktira, tym pravdepodobnejsie je jej spojenie s inou
velkou makromolekulou pomocou mostiku. Najvacsie vetvené makromolekuly rasta
najrychlejie a vd’aka tomu sa pri dosiahnuti ur¢itého stupia reakénej premeny objavi
nekonecna trojrozmerna siet’.

e Sietovacie polymerizacie —Jedna sa o kopolymerizaciu dvojfunkéného monoméru
s viacfunkénym. Monomér je n-funkCny, ak sa do makromolekuly zapaja n vizbami
[15].

2.5 Agaroza

Agar6za je svojou schopnostou gelovatenia zndma uz od zaciatku 17 storoCia.
Ziskava sa z Cervene] morskej riasy typu Agarophyte, ktora vytvara vo svojej bunkovej stene
hydrokoloidni formu agaru. Je k dispozicii vo forme bieleho prasku, ktory sa rozpusta
vo vode pri cca 85 °C a ked’ sa ochladi, tvori gél. Agardza sa Casto pouziva v molekularnej
biologii pre separiciu velkych molekil, najma DNA elektroforézou. Cim vacsia
je koncentracia agarozy, tym je mensia velkost’ porov vnutri gélu a elektroforéza prebieha
pomalSie. Agardza sa taktiez vyuziva ako stacionarna faza v gélove] permeacnej
chromatografii, ako zivné médium pri kultivacii mikroorganizmov, vo farmacii,
potravinarstve a v biomedicinskych aplikaciach [14, 16, 17].

2.5.1 Struktira

Agar6za je linearny polysacharid tvoreny striedajucimi sa galaktézovymi a 3,6-
anhydrogalaktozovymi podjednotkami — agarobidzy. Jedna sa o nenabity polysacharid, avSak
niektoré D-galaktozové a L-galaktozové jednotky moézu byt methylované a mdzu obsahovat
v malych mnozstvach 1 pyruvat a sulfat. Kazdy retazec agardzy obsahuje asi 800 molekul
galaktozy a agarozové polymérne retazce tvoria helikalne Struktary, ktoré agreguju
do nadsroubovicovej Struktary. 3-D Struktura je drzana pomocou vodikovych vézieb, a preto
moze byt narusena zahriatim spét do kvapalného stavu [14, 16, 17].

OH OH 0
O

HTO O

OH O

HO

Obrdzok 5: Struktirny vzorec agarézy [17]
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2.5.2 Vlastnosti

Agar6za vykazuje zaujimavé vlastnosti. Z termického hl'adiska je to predovSetkym jav
nazyvany tepelnd hysterézia. Znamena to, ze vystupna veliina nezavisi len na vstupujice]
veliCine, ale aj na predchadzajucom stave systému. Pri ochladeni zahriateho roztoku agarozy
na teplotu priblizne 30—40 °C dochadza k vytvaraniu gélovej hmoty, ktora opitovnym
zahriatim prechadza do roztoku. Jedna sa teda o termoreverzibilny polysacharid. Dalej
vykazuju agardzové gély vlastnost’ synereze. Termin synereze je spojeny so samovolnym
vytlaCovanim nadbytoc¢nej kvapaliny (disperzného prostredia) na povrch gélu. Tento jav
sa Casto vyskytuje u novo vytvorenych systémov, ktoré nie si v termodynamickej rovnovahe.
Synereze je podporovana zvySenim teploty i pridavkom elektrolytu. Agar6za je vel'mi dobre
rozpustna vo vodnom prostredi pri teplote nad 85 °C a naopak nerozpustna v studenej vode
[16, 17].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Reologia je Specialna oblast mechaniky, ktora sa zaobera Stadiom toku hmoty alebo
kvapaliny, vztahmi medzi napétiami a deformaciami latok. Sutton S. a spol. pouzili klasicka
reologiu k skiimaniu zavislosti mikrostruktar gélov vytvorenych z Fmoc-tyrosine vo vacsich
dizkach. Predchadzajuce §tidia s vyuzitim zafarbenej difuzie ukézali, e Fmoc-tyrosine
je schopny tvorit’ gély, ktoré mozu zachytavat molekuly, ak st dostato¢ne vel'ké, na rozdiel
od gélov tvorenych Fmoc-phenylalanine. Tento vysledok sa vSak zdal byt v rozpore
s mikroskopickymi §tidiami gélu. VySetrovanie vSak ukazalo, ze existuje dostatocné
mnozstvo dokazov o vda¢Som meradle Struktir pritomnych v gélu €o ukazuje na pritomnost’
Struktarnych prvkov [18, 19].

Smilek J. zistoval a porovnaval viskoelastické vlastnosti agardézovych hydrogélov
pomocou jednoduchych oscilacnych testov. Jednalo sa o testy s konstantnou frekvencnou
oscilaciou a menenou amplitidou napitia. Bolo zistené, ze hydrogél s vysSou koncentraciou
agarozy disponoval vyssimi hodnotami viskoelastickych modulov. Z toho bolo mozné usudit,
7e gél s vysSou koncentraciou agardzy v gélu mal rigidnej§iu $truktaru. Dalsim testom,
ktorému bol podrobeny agarozovy gél bez pridavku biopolyméru, bol oscilacny test s réznou
frekvenciou oscilacie a vhodnou konstantnou amplitidou napétia. Zistilo sa, ze aj napriek
vysokému obsahu vody maju vSetky hydrogély, obsahujuce roznu koncentraciu agarozy, plne
siefovanu Strukturu, ¢o bolo mozné usudzovat z toho, ze elasticky modul vyrazne prevySoval
viskozny [14].

Avsak reologické merania popisuyju celkovi mechanicki odozvu materidlu
na makroskopickej urovni a z tohto dévodu neposkytuju blizSie informécie o miestnych
zmenach v mikroS§truktire a ich prispevok do celkovej mechanicke] odozvy materidlu.
Aby bolo mozné pochopit povod celkovej reakcie, je nutné skimat’ reoldgiu cez kratsie
dizkové meradla. Preto sa dosiahol vyznamny pokrok v $tadiu Struktar a dynamiky
komplexnych tekutin na mikroskopickej urovni. Tieto techniky su zname ako mikroreologia.
Moschakis T. aspol. pouzili klasicki reologiu a mikroreologiu pri sledovani kinetiky
gelovatenia roztoku kaseindtu sodného, sposobent acidifikaciou. Z mikroreologickych
technik bolo pouzité mikroreologické sledovanie Castic pomocou konfokalneho mikroskopu.
Cielom tejto Stadie bolo porovnanie mikroreologickych vysledkov s makroskopickymi
viskoelastickymi vlastnostami, meranymi rheometrom. Porovnavali sa hodnoty kaseinatu
sodného v sole a v gélu. Aj napriek tomu, ze mikroreologické hodnoty boli mierne nizsie ako
makroskopické, body gelacie sa velmi dobre zhodovali u oboch technik [1, 20].

Mahaffy R. E. a spol. pouzivali nové skenovacie sondy na baze mikroreologickych
pristupov pre kvantifikaciu frekvencne zavislého viskoelastického spravania fibroplastov
a polymérnych gélov. Tvar skenovacej sondy bol upraveny pouzitim polystyrénovych castic
na definovanej ploche. Mikroreologické merania tychto polyakrylamidovych gélov
su porovnatelné s beznymi reologickymi datami. Zistilo sa, ze bunky vykazuju viskoelasticky
popis podobny in vitro aktinovym gélom [21].

Heinemann C. a spol. sa zaoberali sledovanim reologickych vlastnosti zemiakového
Skrobu v pritomnosti zla¢eniny vyvolavajucej gelaciu y-dodecalactone. Pouzitou metodou
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bola pasivna mikroreoldgia, konkrétne difizna vinova spektroskopia (DWS). Zakladnym
principom bolo sledovanie Brownovho pohybu umelo vlozenych polystyrénovych Ccastic,
ktorych ulohou bolo rozrusovanie Struktury. Sledovana bola korelacna funkcia,
ktord je znama ako MSD rozptylu polystyrénovej Castice, po 35, 15,70 minatach
a 23 hodinach. Zistilo sa, ze najdodlezitejSie zmeny v MSD sa objavili v priebehu prvych
70 minut. Bol pozorovany bod gelovatenia [22].

Dasgupta B.R. skumal miestne viskoelastické vlastnosti jednoduchého,
nezosietovaného, pruzného polyméru polyethylenoxidu (PEO), tiez znameho
ako polyethylenglykol (PEG). K §tudiu boli pouzité dve rdzne techniky rozptylu svetla,
ato DWS a kvazi- elasticky rozptyl svetla (QELS). MSD pre rézne velkosti Castic ukazovali
rovnaky trend: vacSie znich sa pohybovali v menSich vzdialenostiach, ako tie mensie.
Udaje o MSD s vy$§ou molekulovou hmotnostnou koncentraciou polyméru mali mensi
logaritmicky sklon pre kratSiu dobu oneskorenia, signalizujicu pruznejsiu odozvu materialu.
Dlhsia doba oneskorenia pre rovnaky druh polyméru ukazuje viskoznejSie chovanie.
Naopak krivky MSD pre nizs§iu molekulovi hmotnost' vykazuji vécsie viskozne chovanie.
Dasgupta B.R. sa vrovnakej praci zaoberal aj sol — gél prechodom polymérneho roztoku
pomocou DLS. Zaznamenavala sa zavislost vlnového vektoru na relaxacne; dynamike
pri dvoch teplotach vo vnutri gélu a dvoch teplotach v stave solu. Bola najdena silna zavislost’
rozptylu vlnového vektoru na korelacnej funkcii v sole, v ktorom bolo meranie urobené
pri vd¢Som rozptyle vektoru, o mé za nésledok rychlejsiu de-korelaciu autokorelacne;
funkcie. V celom skimanom rozsahu rozptylu vinovych vektorov bol vidiet dvojstupnovy
pokles korelagnej funkcie, rychly rozpad v asovom meradle 10~ s a pomaly rozpad za dlhsiu
dobu, az niekol’ko sektnd pre najnizsie hodnoty vinového rozptylu vektoru [23].

Pretoze je mikroreologia pomerne novad metdda, existuje iba malo vyskumov,
ktoré pouzivaju mikroreologiu dynamického rozptylu svetla (DLS) k pozorovaniu priebehu
gelacie. Oppong F. a spol. pouzili DLS a mikroreologické sledovanie Castic pre stanovenie
stredného kvadratu posunutia florescencnych Castic, suspendovanych vo vzorkach polyméru
Carbopol ETD 2050. VSetky merania prebehli pri teplote 25 °C. Z vysledkov boli vypocitané
mikroskopické viskoelastické moduly pruznosti. V kratSich ¢asoch sa Castice pohybovali
prevazne vo viskéznom médiu, zatial' ¢o pri dlhSich Casoch je viac zrejmy elasticky modul,
ktory prevazuje nad viskéznym modulom pri vysokych koncentraciach Carbopolu.
Viskozne a elastické moduly merané pomocou §mykového rheometru su o niekolko radov
vacsie ako mikroreologické data [24].
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Materialy

Agaroza Sigma Aldrich, Co., for routine use, ¢islo Sarze 9012-26-6
Castice Polystyrénové castice, velkost 0,5 um, Sigma — Aldrich, Cislo Sarze
95585-5ML-F

Polystyrénové castice, velkost 1,0 um, Sigma — Aldrich, Cislo Sarze
72978-5ML-F

Polystyrénové castice, velkost 0,1 pum, Sigma — Aldrich, Cislo Sarze
90517-5ML-F

Rozpustadlo Mili-Q voda (Milipore Academic)

4.2 Vybavenie
Pristroj ZetaSizer Nano ZS

Program ZetaSizer Software, MS Excel

4.3 Vyber vzoriek pre mikroreologické meranie

Do kadiciek boli pripravené roztoky agarézy o hmotnostnej koncentracii 0,01 %; 0,05 %;
0,1 %; 0,5 %; 0,75 % a 1,0 % o celkovom objeme 7 ml. Roztoky boli zahriate na 85 °C
aithned’ boli preliate do pripravenych Petriho misiek. Na zaklade rychlosti vytvorenia gélu
a jeho tuhosti bol z nasledujucich merani vyluceny roztok agardzy o hmotnostnej koncentracii
0,75 %, pretoze sa svojim spravanim vyrazne podobal spravaniu 1,0% roztoku agarézy.

4.4 Priprava vzoriek

Vzorky pre mikroreoldgiu o hmotnostnej koncentracii 0,01 %; 0,05 %; 0,5 %; a 1,0 % boli
pripravené vzdy tesne pred meranim do vialiek. Ku kazdému roztoku bolo napipetovanych
10 ul polystyrénovych cCastic o vel'kosti 0,5 um. K 0,05% roztoku agardzy bolo pridavanych
namiesto 0,5 um castic aj 10 pl 0,1 um alebo 10 pl 1,0 um polystyrénovych Castic. Vzorky
boli ponechané na ultrazvuku po dobu 15 minut pri teplote 70 °C aby doslo k rozpusteniu
agarozy.

Pre meranie zeta potencialu, vel'kosti Castic ale aj mikroreologie bola pripravena kontrolna
vzorka obsahujuca 7 ml milli-Q vody a 10 pl polystyrénovych cCastic o vel'kosti 0,5 pum.
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5 MERANIE A VYHODNOTENIE DAT

5.1 Meranie zeta potencidlu a vel’kosti Castic

Pre meranie zeta potencialu bol pouzity pristroj ZetaSizer Nano ZS, na ktorom bol
nadstaveny meraci modul Zeta — Potencial. Pripraveny 0,05% roztok agardzy obsahujuci
mikroreologické PS castice o vel'kosti 0,5 um a kontrolnd vzorka pozostavajuca zo 7 ml
milli-Q vody a 10 pl mikroreologickych PS Castic o vel'kosti 0,5 pm boli naliate do sklenenej
kyvety a zmerané. K meraniu zeta potencidlu bola pouzitd Specidlna dip cela pre zeta
potencial. Meranie prebehlo trikrat pri teplote 60 °C. Tato teplota bola zvolena z toho dévodu,
ze Ciastocky agardzy nachadzajuce sa v roztoku museli byt rozpustené a zaroveri nemohlo
dgjst’ ku gelacii roztoku.

Pre zistenie velkosti Castic bol pouzity pristroj ZetaSizer Nano ZS s meracim modulom
Size. 0,05% roztok agardzy obsahujuci 0,5 um mikroreologické PS cCastice bol preliaty
do sklenej kyvety, ktord bola vlozena do pristroja. Meranie bolo uskutocnené trikrat
pri teplote 60 °C. Rovnakym spdsobom bola zmerana i kontrolna vzorka.

Zeta potencial a velkost' Castic boli zmerané z dovodu vylaCenia moznosti interakcii
mikroreologickych Castic s agar6zou a zhlukovania samotnych Castic po pridani do roztoku
agarozy.

5.2 Meranie mikroreologie

Meranie mikroreologie pomocou DLS bolo uskuto¢nené pouzitim pristroja ZetaSizer Nano
7S a modulu Microrheology. Pred samotnym meranim bola pomocou digitalneho teplomeru
a stopiek sledovana temperacia pristroja na pozadovanu teplotu, na zédklade ¢oho boli urené
Casové intervaly, pri ktorych meranie prebiehalo. Aby sme mali istotu, ze pristroj dosiahol
pociatocnej teploty 85 °C, bol ZetaSizer Nano ZS vyhrievany atemperovany po dobu
20 minut. Nasledujuce merania pri nizsich teplotach boli uskuto¢nené uz po 7 minutach,
pocas ktorych stihol pristroj schladnut’ a dosiahnut’ pozadovanej teploty.

Pripravené roztoky agardzy obsahujuce 10 pl mikroreologickych PS castic o velkosti
0,5 um; 1,0 um alebo 0,1 um a kontrolna vzorka pozostavajica zo 7 ml milli-Q vody a 10 pul
mikroreologickych PS ¢astic o vel'kosti 0,5 um boli naliate do sklenej kyvety a bola zmerana
mikroreologia vzoriek pri teplote 85 °C, 75 °C, 65 °C, 55 °C, 45 °C, 35 °C a 25 °C. Meranie
prebehlo vzdy trikrat.

Obrazok 6: Reometr ARG2 a ZetaSizer Nano ZS [25]
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6 VYSLEDKY A DISKUSIE

Namerané data boli exportované z programu ZetaSizer Software do programu Microsoft
Excel. VSetky merania prebehli trikrat a prave preto boli namerané hodnoty spriemerované,
bola vypocitana smerodajna odchylka a difuzne koeficienty. Vysledné data boli vynesené
do grafov ako zavislost MSD na Case alebo zhrnuté do tabul’ky.

Aby sme mohli porovnat’, ktory posun kriviek je sposobeny zmenou teploty, ¢ize zmenou
Brownovho pohybu a ktory zmenou viskozity spdsobenu procesom gelacie, bola zmerana
mikroreologia kontrolnej vzorky, pretoze MSD castic nezavisi iba na viskozite, ale hlavne
na teplote. Nasledne boli z linearnej smernice vody urené difizne koeficienty pre samotnu
vodu i pre vSetky merané roztoky agarozy pri kazdej teplote.

V grafoch 1-8 nie s zaznamenané chybové useCky priamo do grafu z dévodu lepsej
prehl'adnosti, ale su komentované na konci kapitoly v grafoch 9-15.
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Graf 1: Graf znazornujici zavislost MSD na Case pre 0,01% roztok agarozy za pouZitia

mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 ym.
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Graf 2: Graf znazornujuci zavislost MSD na Case pre 0,05% roztok agarozy za pouZitia
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Graf 3: Graf znazornujuci zavislost MSD na case pre 0,1% roztok agarozy za pouZitia

mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 ym.
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Graf 4: Graf znazornujuci zavislost MSD na case pre 0,5% roztok agarozy za pouZitia

mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 ym.
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Graf 5: Graf znazornujuci zavislost MSD na case pre 1,0% roztok agarozy za pouZitia

mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 ym.
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V grafoch 1-5 mo6zeme vidiet’ logaritmicku zavislost MSD na Case pre vSetky pripravené
roztoky agardzy, o nami vybranych hmotnostnych koncentraciach, pre vsetky merané teploty.
Pre tieto merania boli pouzité mikroreologické PS cCastice o velkosti 0,5 um.

V grafoch 1-3 si mézeme spociatku vSimnut' priblizne rovnomerné klesanie MSD kriviek
az po teplotu 45°C. Pri teplote 35°C je pozorovatelny vacsi odklon MSD krivky
od predoslych kriviek ¢o znaci, ze v roztoku sa retazce agarozy spajali do siet'ovitej Struktiry
avytvarali gélovy systém. Rovnako velky odklon MSD krivky moézeme sledovat
aj pri teplote 25 °C. Po vybrani kyvety z pristroja viditel'ne prevladala kvapalna faza roztoku
nad gélom, z dévodu nizkych hmotnostnych koncentracii meranych roztokov agarézy.

Z grafu 4 je badatelné, ze gelacia roztoku je najviac pozorovatelnd pri teplote 45 °C,
z dovodu vysSe; hmotnostnej koncentracie roztoku. Pri teplote 25 °C bola vacsina objemu
skamaného roztoku uz vo forme gélu, stale vSak bola znatel'na i agardza vo forme kvapalného
roztoku.

V grafe 5 je zreteIné zaujimavé chovanie skimaného roztoku, v ktorom vzorka zacala
intenzivne gelovatiet’ uz pri teplote 65 °C. Pri teplote 45 °C je vidiet’ d’alsi vacsi odklon MSD
krivky od predchadzajucej teploty Co znaci, ze vécSia Cast’ skimaného agardzového roztoku
bola uz vo forme gélu. Pri teplote 25 °C bol cely objem roztoku v kyvete premeneny v gélovu
hmotu.

V grafoch 4 a 5 mézeme d’alej vidiet, ze MSD krivky pri nizSich teplotach, ako je 35 °C
a 25 °C, uz nemaju linearny tvar, ktory odpoveda viskoznemu médiu. Tieto MSD krivky
su zakrivené, ¢im naznacuju pritomnost elastickej zlozky materialu.

Z prilozenych grafov mdzeme konstatovat, ze ¢im vacsi bol zaznamenany odklon dat
od osy y, tym viac gélove;j siete bolo vytvorenej v skiimanej vzorke.
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Graf 6: Graf znazornujici zavislost MSD na case pre 0,05% roztok agarozy za pouZitia
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Graf 7: Graf znazornujici zavislost MSD na Case pre 0,05% roztok agarozy za pouZitia

mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 ym.
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Graf 8: Graf zndazornujuci zavislost MSD na Case pre 0,05% roztok agarozy za pouZitia

mikroreologickych PS castic o velkosti 0,1 ym.

Zo vsetkych skimanych koncentracii bola vybrata prave jedna, na ktorej bolo uskutocnené
mikroreologické meranie za pouzitia Castic o troch velkostiach, a to konkrétne o velkosti
1,0 um; 0,5 um a 0,1 um. Vysledky tohto merania su vynesené do grafov 5-8, v ktorych
si mozeme vSimnut, ze 0,05% roztok agardzy sa meni v gél vzdy rovnakym spdsobom.
Najintenzivnejsia gelacia roztoku je pozorovatelna opét pri teplote 35 °C. Pouzitim Castic
o roznych vel'kostiach nastava len ina detekcia, kedy dochadza k posunu hodnét MSD v Case.
Na zaklade tychto grafov sa da konstatovat, ze velkost’ pouzitych Castic nema moc velky

vplyv na studium priebehu polymeracie agardzy pomocou metoédy DLS mikroreoldgie.

Tabulka 1: Stanovené hodnoty difiiznych koeficientov pre roztoky s mikroreologickymi PS Casticami

o velkosti 0,5 um.

o 1 1 1
100 | Ml | Uy | ostok | rostok | rostok | rostok
85 3,000 3,000 2,617 2,250 2,083 2,067
75 2,500 2,617 2,500 1,917 1,717 2,033
65 2,083 2,167 2,000 1,700 1,500 1,733
55 1,917 2,000 1,833 1,583 1,367 1,600
45 1,542 1,667 1,417 1,300 1,300 1,250
35 1,250 1,250 1,000 1,000 1,267 2917
25 1,000 0,867 0,717 2,333 2,167 3,000
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V tabul'ke 1 su zhrnuté stanovené difuzne koeficienty pre vsetky vzorky obsahujuce
0,5um PS castice pri kazdej meranej teplote. Mozeme vidiet, Ze pri nizkych
koncentraciach roztoku ako 0,01 % a 0,05 % klesa difuzny koeficient so znizujucou
sa teplotou. Pri vysSSich koncentraciach ako 0,1 % a 0,5 % modzeme sledovat klesanie
difuzneho koeficientu az po teplotu 35°C. Pri teplote 25°C je hodnota difuzneho
koeficientu vysSia ako pri predosle; teplote. U najkoncentrovanejSieho 1,0 % roztoku
agarozy je vidiet’ klesanie difuzneho koeficientu po teplotu 45 °C.

Tieto anomalne hodnoty difuznych koeficientov za nizkych teplot su spdsobené tym,
ze pri tychto teplotach je badatel'ny vplyv narastu elastickej zlozky. V tomto pripade uz nie
je mozné jednoznaCne prelozit krivku linedrne a vypocitat' tak jednoznacny difuzny
koeficient. MSD krivka nadobuda pri teplote 25 °C viskoelasticky tvar a nie viskozny,
ako tomu bolo pri vysSich teplotach.

Aby sme oddelili zmenu urenych difuznych koeficientov sledovanych agarézovych
roztokov s mikroreologickymi PS ¢asticami o vel'kosti 0,5 um vplyvom teploty, boli tieto
hodnoty vztiahnuté k difiznemu koeficientu vody. Tymto bol ziskany pomer, ktorého
vyrazne zmeny naznaCuju vplyv geldcie, ktord je najviac pozorovana pri najniz§ich
teplotach ako ukazuje graf 9.

Tabulka 2: Hodnoty difiznych koeficientov sledovanych agarézovych roztokov

s mikroreologickymi PS casticami o velkosti 0,5 um vztiahnuté k difiiznemu koeficientu vody.

0,01% 0,05 % 0,1% 0,5% 1,0%
t (°O) roztok k roztok k k roztok roztok k roztok k

vode vode vode vode vode

85 1,000 0,872 0,750 0,694 0,689
75 1,047 1,000 0,767 0,687 0,813
65 1,040 0,960 0,816 0,720 0,832
55 1,043 0,956 0,826 0,713 0,835
45 1,081 0,919 0,843 0,843 0,811
35 1,000 0,800 0,800 1,014 2,334
25 0,867 0,717 2,333 2,167 3,000
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Graf 9: Graf ukazujici pomer difiiznych koeficientov sledovanych roztokov s mikroreologickymi PS

Casticami o velkosti 0,5 yum a vody.
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Graf 10: Graf zndazornujuci zavislost MSD na case pre 0,05% roztok agarozy pri pouZiti
mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 um pre teplotu 85 °C.
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Graf 11: Graf zndazoriujici zavislost MSD na case pre 0,05% roztok agarézy pri pouZiti
mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 um pre teplotu 75 °C.
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Graf 12: Graf zndzornujici zavislost MSD na case pre 0,05% roztok agarozy pri pouZiti
mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 um pre teplotu 65 °C.
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Graf 13: Graf zndazornujuci zavislost MSD na case pre 0,05% roztok agarozy pri pouZiti
mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 um pre teplotu 55 °C.
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Graf 14: Graf zndazornujuci zavislost MSD na case pre 0,05% roztok agarozy pri pouZiti
mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 um pre teplotu 45 °C.
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Graf 15: Graf znazornujuci zavislost MSD na case pre 0,05% roztok agarozy pri pouZiti
mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 um pre teplotu 35 °C.
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Graf 16: Graf znazornujuci zavislost MSD na case pre 0,05% roztok agarézy pri pouZiti
mikroreologickych PS castic o velkosti 0,5 um pre teplotu 25 °C.
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Pre znazornenie priebehu gelacie i pomocou chybovych useciek bol zvoleny 0,05% roztok
agar6zy. Tento roztok bol wvybraty nahodne, pretoze pri zvySnych hmotnostnych
koncentraciach prebieha proces gelacie prakticky uplne rovnako. Na grafoch 9—15 mozeme
pozorovat' zvacSovanie chybovych useciek v Case. Pre 0,05 % roztok su badatel'né vel'ké
chybové usecky v grafe 14, opét pre teplotu 35 °C. Je to z toho dovodu, ze merany roztok
vytvoril pri tejto teplote velmi heterogénny systém. Na tychto grafoch si mozeme este
v§imnut, ze jednotlivé grafy maju vzdy iny rozsah hodndt na ose x. D4 sa to odovodnit’ tym,
ze znizovanim teploty dochadza k zvySovaniu viskozity roztokov a mikroreologicka
PS Castica, nachadzajuca sa v roztoku, sa dlhSie pohybuje v trajektorii svetelného Iuca,
na zaklade ktorého prebieha meranie.
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7 ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo experimentalne stanovenie procesu gelacie
na modelovom polymére pomocou DLS. Ako modelovy polymér bola zvolend agardza
a pouzivané boli polystyrénové Castice.

Najskor boli pripravené agar6zové roztoky o roznych hmotnostnych koncentraciach
a na zéklade rychlosti vytvorenia gélu ajeho tuhosti boli vybrané konecné koncentracie,
ktoré boli podrobené mikroreologickému meraniu. Z tychto koncentracii bola zvolena prave
jedna, na ktorej bola premerana nie len mikroreoldgia vzorku, ale aj zeta potencial a velkost
Castic. Pred tym vSak musela byt najdend spravna teplota, pri ktorej meranie prebehlo,
pretoze bolo nutné rozpustit' Ciastocky agardzy a zaroven zabranit gelacii Studovaného
roztoku.

Namerané hodnoty boli exportované do Excelu, boli spriemerované, vypocitané boli
smerodajné odchylky a difuzne koeficienty. Z tychto hodnot boli zostrojené grafy zavislosti
MSD na case, v ktorych je badatelny pokles MSD kriviek so znizujicou sa teplotou. MSD
krivky nam ukazuju intenzitu gelacie daného roztoku pri danej teplote. Pre 0,05% roztok
agarozy bolo mikroreologické meranie vykonané za pouzitia mikroreologickych PS castic
o troch velkostiach. Bolo zistené, Zze velkost castic nemad vplyv na priebeh gelacie.
Roztok sa meni v gél vzdy rovnako, dochadza iba k posunu MSD a tym k inej detekcii.

Okrem agardzovych roztokov bola premerand aj vzorka vody s mikroreologickymi
PS Casticami. Vd’aka tomuto meraniu boli vypocitané difizne koeficienty pre vSetky vzorky
pri kazdej skimanej teplote. Pri nizkych hmotnostnych koncentraciach agardzy ako je 0,01%
a 0,05% roztok je pozorovany pokles difuzneho koeficientu so znizujucou sa teplotou.
Pri vysSich hmotnostnych koncentraciach agardzy, a to 0,10 %; 0,05 % a 1,00 % je sledovany
pokles difuzneho koeficientu iba po urcitu nizku teplotu a potom je zaznamenany jeho narast.

Tato praca obsahuje aj grafy zavislostt MSD na Case s vynesenymi chybovymi tseckami.
Z tychto grafov je badatel'né, ze so zvySujucim sa casom dochadza k zvacsovaniu chybovych
useciek, pretoze znizovanim teploty sa roztok meni v heterogénny systém a dochadza
k zvySovaniu viskozity.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

9.1 Pouzité skratky

PTM

VBPTM

TPM

DLS

DWS

MSD

jednocasticova mikroreolgia
videomikroreologia
dvojcasticova mikroreologia
dynamicky rozptyl svetla
difuzna vinovéa spektrometria

stredny kvadraticky posun

9.2 Pouzité symboly

D

diftzny koeficient
d-rozmerna pozicia Castice
Casovy interval

polomer Castice

viskozita

Boltzmannova konstanta
napétie

modul pruznosti

teplota
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