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ABSTRAKT

s w2z

Tato diplomov4 price je zaméfena na zhodnoceni vlivu povrchovych vlastnosti Castic na
vysledky mikroreogickych méfeni roztokti biopolymerti. Hyaluronan byl zvolen jako zaporné
nabity polymer, chitosan jako kladné€ nabity polymer a jako modelovy homogenni systém byl
pouzit glycerol a jeho roztoky o ruznych koncentracich. Z pasivnich mikroreologickych
metod byly vybrdny metody dynamického rozptylu svétla (dynamic light scattering)
a jednocCasticové mikroreologie (video particle tracking). Jako sondy pro tyto metody byly
pouzity Castice s rizn€ modifikovanym povrchem (neutrdlni, s kladnym povrchovym nébojem
a se zapornym povrchovym ndbojem). Vysledky mikroreologickych metod pak byly
porovnény s klasickou reologif a v ptipadé€ glycerolu i s tabelovanymi hodnotami.

ABSTRACT

This master thesis is focused on the evaluation of the influence of particle surface
properties on the results of microrheological measurements with biopolymer solutions.
Hyaluronan has been chosen as negatively charged polymer, chitosan as positively charged
polymer and glycerol and its solutions of various concentrations were used as homogenous
model systems. Dynamic light scattering and single particle tracking microrheology were
chosen from passive microrheological techniques. Particles with various surface
modifications (neutral, positive surface charge and negative surface charge) were used for the
experiments. The results of microrheological techniques were then compared with classic
rheology and moreover the glycerol results were compared with tabulated values.

KLiCOVA SLOVA
pasivni mikroreologie, dynamicky rozptyl svétla, reologie, viskozita, kyselina hyaluronova,
chitosan

KEY WORDS
passive microrheology, dynamic light scattering, rheology, viscosity, hyaluronic acid,
chitosan
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1 Uvod

Charakteristika materidld z hlediska jejich viskoelastickych vlastnosti je dualeZitd pro
mnoho odvétvi z oblasti chemie, fyziky nebo materidlového inZenyrstvi. V soucasnosti je
mozné pro tyto ucely pouZzit kromeé klasické reologie i nekterou z mikroreologickych metod.
Mikroreologie stejn€ jako reologie umoziuje studovat viskoelastické vlastnosti materiald, ale
navic umi prekonat nekterd omezeni klasického reometru. Velkym piinosem je moZnost
zkoumat nehomogenni vzorky a zameétovat se na lokdlni mikroprostiedi zatimco reologie
poskytuje informaci o vzorku jako celku. Dal§i €asto zmiflovanou vyhodou je velmi malé
mnozstvi vzorku potfebného pro experimentdlni udcely, protoZe se pozZadovany objem
pohybuje v fddech mikrolitri. Toho se Casto vyuziva v oblasti biologie a mediciny, kde
dostupné mnozstvi vzorkii byvd omezené. Mikroreologie zahrnuje fadu metod, které lze
rozdélit na aktivni a pasivni. Aktivni metody zahrnuji aktivni manipulaci se sondami
(Casticemi) vloZenymi do vzorku, naproti tomu pasivni metody jsou zaloZeny na sledovani
tepelného pohybu sond.



2 Teoreticka cast
2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronové byla poprvé izolovana z hovéziho sklivce v roce 1934 panem Karlem
Meyerem. V 50. letech pan Meyer a jeho kolegové zjistili, Ze se jednd o linedrni polysacharid
sloZzeny z opakujici se disacharidové strukturni jednotky. RUzné nazvy této latky (kyselina
hyaluronovd, hyaluronan, hyaluronat) odrazi jeji vlastnosti v rizném prostiedi. KdyZz byla
poprvé izolovédna, chovala se jako mirnd kyselina, odtud ndzev kyselina hyaluronova. Za
fyziologickych podminek se obvykle vyskytuje jako sodna sil tedy hyaluronan sodny. Pozd¢ji
se zacal pouZivat ndzev hyalurondt pro soli kyseliny hyaluronové a pojem hyluronan nyni
zahrnuje vSechny formy [1]. Hyaluronan se nachdzi v extracelularni matrix tkdné€ vSech
obratlovct, ale 1isi se koncentraci. V krevnim séru se koncentrace kyseliny hyaluronové
pohybuje v rozsahu 0,01 — 0,1 pg/g, vsynovidlni tekutiné 1400 — 3600 pug/g a v pojivové
tkdani 8,5 —18 ug/g. Hyaluronan je piirodni polymer a ma Siroké uplatnéni v medicing,
veterinarni medicin€ ale i v primyslu napiiklad v kosmetickych piipravcich proti vraskam [2].

2.1.1 Struktura

Hyaluronan patii do skupiny polysacharidid pojivové tkané, jinak také nazyvané
mukopolysacharidy nebo glykosaminoglykany, kam patii mimo jiné i chondroitin sulfat,
dermatan sulfdt nebo heparin [3]. Oproti ostatnim sloucenindm z této skupiny mé unikdtni
vlastnost, Ze neni kovalentné vdzan na polypeptid. Nemd rozvétveny tetézec a neobsahuje
sulfatové skupiny. Ma relativné jednoduchou strukturu, v polymernim fetézci se opakuji
disacharidové jednotky sloZené z D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, které
jsou stfidavé propojeny B-1,4 a B-1,3 glykosidickymi vazbami (viz Obrdzek 1). Struktura
disacharidové jednotky je energeticky velmi stabilni, protoZe objemné skupiny zaujimaji
polohu ve stericky vyhodné ekvatoridlni rovin€, zatimco vSechny malé vodikové atomy jsou
ve stericky méné€ vyhodné axidlni rovin€ [4]. Hyaluronan je negativné nabity biopolymer
kvuli pritomnosti karboxylové skupiny na glukuronové jednotce. Molekuldrni hmotnost
hyaluronanu v extracelularni matrix je vétSinou nékolik miliona daltonu [5].
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Obrdzek 1: Zdkladni strukturni jednotka molekuly kyseliny hyaluronové [7]



2.1.2 Vyskyt, vlastnosti a funkce

Hyaluronan je latka nachdzejici se v extracelularnim prostiedi vSech obratlovcd,
v nejvysSich koncentracich se pak vyskytuje v pojivové tkéni, jako jsou chrupavky, kosti,
kaze atd. Ddle se vyskytuje napf. v synovidlni tekuting€, v krevnim séru, v pupecni $naie
a v ocnim sklivci. V lidském téle se témet polovina celkového mnozZstvi kyseliny hyaluronové
vyskytuje v kuzi, kde ma nékolik dulezitych funkci. MiZe imobilizovat vodu v tkani, a tak
zmenit stlaCitelnost a objem [2]. Hyaluronan se vS§ak nachdzi i v intracelularnim prostfedi, kde
ma pravdépodobné dileZitou dlohu pfi zanétu [1].

Hyaluronan se difve ziskdval extrakci z kohoutich hiebinkd, kdy ale po nasledné purifikaci
stale zustavalo 0,5 % necistot a vytézky nebyly nijak vysoké. Zména nastala, kdyz se zacaly
vyuZzivat bakterie Streptococcus equi a Streptococcus zooepidemicus k produkci hyaluronanu.
Hyaluronan tak bylo mozné zacit ziskdvat v mnohem vetSim mnoZstvi nez by tomu bylo
jakoukoliv extrakéni metodou [3].

Hyaluronan ma dulezitou strukturni roli, protoZe v extracelularni matrix tvofi
vysokomolekuldrni komplex s agrekanem, coZz je proteoglykan tvofici hlavni nekolagenni
sloZku mezibunéné hmoty chrupavky [6]. Hyaluronan vSak plni i dalsi funkce kromé& téch
strukturnich a fyziologickych v tkénich, také ovliviiuje chovani buné€k pfi morfogenezi,
remodelaci tkdni a svou tulohu méd i pfi zdnétech nebo onemocnénich. M4 unikétni
biofyzikdlni vlastnosti a pfimo se podili na udrZovéani tkdnové homeostizy. Hyaluronan
interaguje s proteoglykany a spojovacimi proteiny, a tak organizuje a zachovdva strukturu
extracelularni a periceluldrni matrix. Chovd se také jako signdlni molekula, protoze
komunikuje s mnoha povrchovymi receptory [1].

Hyaluronan je klinicky vyuzivdn pro své jedinec¢né reologické vlastnosti. Je to hydrofilni
latka a viskozni roztoky vysokomolekuldrni kyseliny hyaluronové a jejich soli jsou pouzivany
v intraartikuldrnich injekcich pfi 1écbé artropatif, pfi hojeni ran riznych tkani a v o¢ni i us$ni
chirurgii [5].

Snahou mnoha védcu je piiprava takovych derivatd kyseliny hyaluronové, které by mély
unikdtni vlastnosti pro konkrétni biomedicinské aplikace. Biologové se snaZi odhalit
komplexni biologickou funkci hyaluronanu a jeho receptory v riznych signdlnich procesech.
Lidé zaméteni na biomedicinské inZenyrstvi pfipravuji hydrogely na bazi hyaluronanu pro
ucely hojeni ran. Mnoho soucasnych studii se také zamétuje na mozZnosti vyuziti hyaluronanu
jako nosice v oblasti cilené distribuce 1€Civ [1].



2.2 Chitosan

Chitosan je odvozeny od chitinu, coZ je druhy nejrozsitenéjsi polysacharid po celulose,
a pripravuje se jeho deacetylaci. Jakmile stupeni deacetylace chitinu dosdhne 50 %, je ziskdn
chitosan. Chitin je v piirod€ organizovan do krystalickych mikrofibril, které tvoii strukturni
elementy exoskeletu ¢lenovci nebo bunénych stén hub a kvasinek. Chitin je tedy soucasti
schranek korysa, hmyzu, krouzkovca, mékkysu a dalSich organismu [8].

Chitosan ma $iroké vyuziti pfi pfipravé riznych materidld hlavné v biomedicing, protoze
neni toxicky, je biokompatibilni a biodegradabilni. VyuZivd se vSak i v jinych oborech napf.
v kosmetice (péCe o vlasy), agrochemii, fyzikdlni chemii, pfi konzervaci potravin, CiSténi
vody nebo jako potravni doplnék [9].

2.2.1 Struktura

Chitin je poly(B-1,4-N-acetyl-D-glukosamin) a chitosan (viz Obrdzek 2) je ptipraven jeho
alkalickou deacetylaci, varem s50% hydroxidem sodnym (po né&kolik hodin) nebo
enzymaticky N-deacetylasou [9]. Je mozné ziskat chitosan o rizné molekulové hmotnosti
a s riznym stupném acetylace. Chitin ani chitosan se tedy nevyskytuji jako homopolymery,
ale vzdy obsahuji podil N-acetylglukosaminovych a acetylglukosaminovych jednotek.
V pevném skupenstvi tvoii chitosan CasteCné krystalicky polymer a lze ho ziskat dplnou
deacetylaci chitinu o nizké molekulové hmotnosti. Chitosan je rozpustny ve vodném kyselém
mediu a to diky protonaci aminoskupiny na druhém uhlikovém atomu, v kyselém prostredi
tvoii tedy polyelektrolyt. Chitosan je mezi pfirodnimi polymery jedine¢ny prave diky kladné
nabitym iontovym skupindm, a proto mé velky potencidl v mnoha aplikacich [8].

C cnodH | [ NH,
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Obrdzek 2: Chemickd struktura chitinu (a) a chitosanu (b) [8]
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2.2.2 Vyskyt, vlastnosti a funkce

Jak uZ bylo zminéno vySe, chitosan se ziskava z ptirodniho chitinu, Ize ho tedy oznacit jako
pseudopfirodni polysacharid. Chitosan je rozpustny ve vodném roztoku a toho se vyuziva
v raznych aplikacich pfi piipravé roztoku, gelt nebo filma a vlaken. Rozpustnost v§ak zavisi
na mnoha faktorech jako stupen deacetylace, molekulovd hmotnost, koncentrace iont, pH,
povaha kyseliny pouZité k protonaci a distribuce acetylovych skupin na fetézci polymeru [8].

Chitosan je mozné vyuzit ve farmaceutickém pramyslu a biomediciné pro cilené
doruCovdni a wuvolfovdni 1éCiv. Byla pozorovdna i antimikrobidlni aktivita proti
grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim a houbdm pfi hodnoté pH nizZs$i nez 6. Piesny
mechanismus sice zatim neni zcela objasnény, ale zfejme€ dochdzi k interakcim kladné
nabitych aminoskupin glukosaminovych jednotek a zdporn€ nabitych sloZek mikrobidlnich
bunéénych membrin, ¢imz se zméni propustnost, intraceluldrni obsah se uvolni a burky se
rozpadnou. Biologicka aktivita zdvisi na mnoha faktorech a snahou vyzkumniki je vytvaret
modifikovany chitosan s lepSimi a cilenymi ucinky [9].

Chitosan s niZ$i molekulovou hmotnosti vykazuje i protinddorovou aktivitu, kterd krome
molekulové hmotnosti zdvisi na rozpustnosti a obsahu acetylovych skupin. Ke Stépeni
polymert se pouzivaji pfirozen€ se vyskytujici enzymy chitosanasy a chitinasy. Na velikosti
molekuly a stupni acetylace zdvisi dal$i vlastnost chitosanu a to antioxidacni aktivita, i kdyZ
piesny mechanismus zatim neni plné zndm [9].

Chitosan ma vyjimecné vlastnosti, diky kterym nachazi uplatnéni v Siroké Skéle oborq,
nekteré uz byly vyjmenoviny vySe. V zemédé&lstvi se pouzivd v ptipravcich pro ochranu
rostlin, pro stimulaci jejich rtstu, pro ochranu semen napf. proti mrazu, a také se pridava do
piipravkil s postupnym uvoliiovanim hnojiv a Zivin do pidy. Chitosan ma vyuziti v Cisténi
odpadnich vod jako flokulacni Ccinidlo, odstrafiova¢ kovovych iontd a zapachu.
V potravinafském prumyslu se pouziva jako doplné€k pro snizeni hladiny cholesterolu, protoze
ho na sebe véze jesté spolecné s tuky, a odvadi je z travici soustavy jesté diiv, neZ mohou byt
zpracovany. Mimo to se pouZivd jako konzervacni a stabilizacni Cinidlo a jako ochranny
antibakteridlni obal na ovoce. V kosmetice se chitosan pouziva v pfipravcich urenych pro
plet’ a vlasy, protoZe udrZuje pokozku hydratovanou, pomédhd proti akné a zlepSuje pruznost
vlast. Tvoif také soucast zubnich past a zvykacek [8].

2.3 Reologie

Termin reologie byl poprvé pouZit v roce 1929 profesorem E. C. Binghamem, ale 1idé se
zabyvali tokovymi vlastnostmi a deformaci latek uz od 17. stoleti. Reologické parametry jsou
v podstaté mechanickymi parametry, zahrnuji fyzikdlni vlastnosti tekutin a pevnych latek,
které popisuji tokové chovani a napéti v nich. Reologie je tedy definovdna jako vé&da, kterd
studuje tok a deformaci materiald v zavislosti na vloZeném napéti. Experimentalni techniky

Vs s

slouZici ke studiu reologickych vlastnosti se oznacuji terminem reometrie [10].
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Zpocétku byly zkoumany vlastnosti materidlt jako asfalt, mazadla, barvy, plast a guma.
Pak se vSak reologie rozsifila do dal§ich obort, napf. bioreologie, reologie polymerti nebo
suspenzi. Reologické parametry jsou dulezité i pro chemicky nebo biotechnologicky
pramysl [11]. Znalost viskozity, meze toku nebo moduld pruznosti je daleZitd u surovin nebo
produktd a také pro ucely navrhovani, zdokonalovdni a kontrolu riznych pramyslovych
zafizeni [12].

Kdyz je na material aplikovdna vné&jsi sila, Castice jsou vaci sobé navzdjem posunuty,
dochdzi tedy k deformaci. Charakteristické vlastnosti latek jsou dény typem a rozsahem
deformace. Idediné elastickd ldtka podléha elastické deformaci pusobenim vnéjSich sil.
Energie potiebna k deformaci je uloZena v materidlu. Jakmile vnéjsi sily prestanou pusobit,
vrati se latka do ptvodniho stavu. Idedlné viskozni ldtky jsou deformovany nevratné, pokud na
né pusobi vné&jsi sila. Energie je transformovana a odvedena viskéznim tokem. Velice malo
latek se chové idedln&, vétSina neni ani idedlnd viskézni ani idedln& plastickd. Cast&ji se
projevuje chovdni, které je kombinaci obou a materidly vykazuji viskoelastické chovdni [10].

2.3.1 Smykové napéti

Smykové napéti oznacované symbolem 7 je pfimo imérné sile a nepiimo umeérné plose, na
kterou sila pusobi. Smykova rychlost ozna¢ovdna  zavisi na rychlosti pohybu pfilehlych
vrstev a na jejich vzddlenosti. Schéma hypotetickych vrstev pifi smykovém toku viz Obrdzek 3.
Pro spravné reologické vysledky je dualezity laminarni tok, protoZe turbulentni tok zvySuje
odpor kapaliny a vysledky jsou zkreslené [10].

1. 44— hypotetické vrstvy

Obrdzek 3: Teoretické vrstvy pri smykovém toku [13]

2.3.2 Viskoelastické vlastnosti

V piipad€ proudéni tekutiny, kdy sousedni vrstvy maji riznou rychlost, dochazi na jejich
rozhrani ke tfeni a ke vzniku smykového napéti [14]. Vnitini tfeni v materidlech
charakterizuje veliCina nazyvana viskozita. Zavisi na vzdalenosti sousednich vrstev (dx)
a dava do poméru smykové napéti a zménu rychlosti pfi proudéni (du). V idedlnich tekutindch
nedochdzi k vnitinimu tfeni, jejich viskozita je tedy nulova [15].
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Pro idedlné viskézni material plati Newtonav zdkon, podle kterého je te¢né napéti dano
vztahem:

7=77d—u=77‘D (D
dx

kde n je dynamickd viskozita, du je vzdjemnd rychlost pohybu sousednich vrstev, které jsou
vzdalené o dx. Veli€ina D charakterizuje tvarové zmeény v tekutin€ a nazyva se gradient
rychlosti [12].

Dynamickd viskozita charakterizuje vnitini tfeni a zavisi na teploté¢ a tlaku, u plynd
s teplotou roste a u kapalin klesd. U newtonovskych kapalin se jeji hodnota neméni
v z4vislosti na teCném napéti. U nenewtonovskych kapalin hodnota dynamické viskozity
zéavisi na te€ném napéti a gradientu rychlosti [16].

Kinematickd viskozita je ddna podilem dynamické viskozity a hustoty tekutiny. PouZziv4 se
napf. pfi popisu procesti hydrodynamiky, kdy probihajici dé€je zdvisi na viskozité€ i na hustoté
tekutiny [12].

Tok a deformace materidlu mize byt ovlivnéna nékolika vnéjsSimi faktory. Velky vliv na
viskozitu materidlu maji jeho fyzikdlni vlastnosti, chemické vlastnosti a teplota, a u vétSiny
matridla ji ovliviiuje smykova rychlost. Projevuji se také piipadné predchozi deformace a tlak,
protoze pii vysokém tlaku plsobicim na material jsou Céstice bliz u sebe, muze dochazet
k vice interakcim a viskozita vzroste [10].

Elasticita materidlu urCuje miru jeho nachylnosti k ndvratu do puvodniho stavu po
deformaci vné&jSim tlakem. Elasticky material se okamzit¢ deformuje a po dobu pusobeni
vnéjSiho napéti tato deformace trvd, jakmile vSak pfestane pusobit, vrati se do svého
pocatecniho tvaru. Elastickd deformace je tedy deformace vratnd. Naproti tomu v Cisté
viskézni kapalin€é dochdzi k odvadéni energie tokem a materidl se tak nikdy nevrati do svého
puvodniho stavu. U viskoelastického materidlu 1ze pozorovat elastickou i viskdzni odezvu
a existuje Casovd zdvislost na aplikovaném tlaku. Tato zavislost nemusi byt linedrni jako

u viskéznich latek ani konstantni jako u elastickych materiala [18].
2.3.3 Elasticky a viskozitni modul

VétsSina bézné pouzivanych materiali vykazuje komplexni reologické chovani, kdy se
viskozita i viskoelasticita mize ménit v zavislosti na vnéjSich podminkach, jako je aplikované
napéti, deformace, Casovy interval pasobeni nebo teplota [17]. Komplexni smykovy modul je
pak definovan:

G (0)=G'(w)+iG"(w) 2)
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kde G’ je elasticky modul, ktery popisuje energii uloZenou v systému, kdyZz je aplikovdno
napéti. Tvoii redlnou slozku komplexniho modulu. Imagindrni ¢4sti komplexniho modulu je
viskozitni modul G”, ktery popisuje energii odvedenou tekutinou pii aplikovaném
napéti [15].

2.3.4 Newtonovské a nenewtonovské kapaliny

Newtonovské kapaliny se tidi Newtonovym zdkonem, kdy gradient rychlosti viskézniho
toku je umérny aplikovanému te€nému napéti. Newtonovské materidly jsou idedlné€ viskdzni
a pro jejich viskozitu plati, Ze nezdvisi na smykové rychlosti (viz Obrdzek 4). Viskozita
newtonovskych materidld je konstantni, zavisi pouze na teploté. Prikladem takovych
materiala je voda, mléko, roztok cukru nebo mineralni olej [10].

Obrdzek 4: Tokovd (vlevo) a viskozitni (vpravo) kiivka pro Newtonovsky materidl [10]

Yev s

Nenewtonovské kapaliny jsou reologicky sloZit&jsi a neplati pro n& Newtontv zdkon. Ridi
se vSak analogicky s Newtonovym zdkonem podle rovnice:

r=7-D 3)

kde n je zdanliva viskozita. Neni to ldtkova konstanta, ale je zavisld na rychlosti deformace
nebo na te¢ném napéti [19].

Nenewtonovské latky, jejichZz viskozita zdvisi na cCase, se rozdé€luji na tixotropni
a reopektické. Viskozita tixotropnich latek s Casem klesa. U reopektickych materidlt viskozita
s Casem roste (viz Obrdzek 5). Viskozita tixotropnich i reopektickych litek se vrati na svou
puvodni hodnotu po uplynuti urcité doby po ukonceni mechanického ptuisobeni a ponechdni
latek v klidu [10], [19].
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Obrdzek 5: Priibéh zdvislosti viskozity na rychlosti deformace tixotropnich (vlevo) a reopektickych
(vpravo) ldtek [10]

Nenewtonovské latky, jejichZz viskozita nezdvisi na Case ale na teploté, se déli na
pseudoplastické, dilatantni a plastické [16]. U pseudoplastickych materiala viskozita klesa
s rostoucim gradientem rychlosti (viz Obrdzek 6). Tento jev je technologicky velmi dulezity,
protoZe oproti idedln€ viskéznim kapalindm, mohou byt tyto materidly dopravovany potrubim
s niz8$i energii pfi stejné rychlosti. Pseudoplastickou latkou jsou napf. suspenze, disperzni
soustavy, barvy, laky nebo krémy. Naproti tomu viskozita dilatantnich materiala roste s vyssi
rychlosti a to miZe zptasobovat problémy v technologickych procesech [10].

— >
'IJ ‘if

i i

Obrdzek 6: Priibéh zdvislosti viskozity na rychlosti deformace pseudoplastickych (vlevo) a
dilatantnich (vpravo) materidlu [10]

Plastické materidly jsou definovany jako visk6zni s mezi toku. KdyZz je vnéjsi pusobici sila
mensi neZ vnitini mezimolekuldrni sily, chovd se materidl jako pevnd litka a deformace je
vratnd. Jakmile vnéjsi sily pfevazuji, objevi se tok materidlu a z pevné latky se stane
tekuta [10].
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2.4 Brownuv pohyb

Brownliv pohyb je fyzikalni jev, kdy mikroskopické castice v koloidnich systémech
podléhaji ustavicnému neuspofddanému pohybu. Tento jev byl poprvé pozorovin skotskym
botanikem Robertem Brownem v roce 1827 [19]. Termin Brownuv pohyb tedy popisuje
ndhodny pohyb mikroskopickych ¢éstic rozptylenych v kapalin€ nebo plynu [20].

Cistice v koloidnim prostiedi vykondva chaoticky tepelny pohyb. Méni se rychlost i smér
jejiho pohybu kvuli vzdjemnym srazkam ¢astic i srazkam s molekulami disperzniho prostredi
(viz Obrdzek 7). V ptipadé srdzek s velkym poctem molekul prostiedi se ¢astice pohybuje po
slozité drdze, protoZe podet srazek neni stejny ze viech stran. Céstice vykondvaji translagni
i rotani pohyb. VEtsi Castice, s efektivnim pramérem priblizn€ 4 um, pouze vibruji, protoze
¢im jsou Castice vétSi a maji vyS$i hmotnost, tim pravdépodobnéji dojde ke kompenzaci
néarazd. U Castic vétSich nez 4 um uz tepelny pohyb neni pozorovan [19].
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Obrdzek 7: Zndzornéni Brownova pohybu [21]

ProtoZe dochazi k Castym zméndm rychlosti i sméru, neni mozné stanovit skutecnou délku
dridhy koloidni ¢éstice. V pfipadé pozorovani pohybu ¢éastice pod mikroskopem
a zaznamendni jeji polohy v pravidelnych Casovych intervalech, je ziskdna dvourozmeérna
drdha pohybu. Zmény pohybu cCastic pak staci sledovat pouze podél jedné zvolené osy,
protoze vSechny sméry jsou rovnocenné. Prumét skutecného premisténi do zvolené osy za
dany Casovy interval je oznaCovan jako posuv Castice. Stfedni posuv Céstice je kvadraticky
prumér posuvi dané Castice a udava statistickou charakteristiku intenzity tepelného
pohybu [19].

Fyzikdlni jev, pii kterém se Brownuv pohyb projevuje na makroskopické trovni, se nazyva
difuze. Tepelny pohyb vede k ustaveni sedimentacni rovnovahy, kdyz soucasné pusobi
gravitacni nebo odstfedivé pole. ZapfiCifiuje také membridnové jevy, napf. osméza nebo
Donnanovy rovnovahy [19].
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2.5 Mikroreologie

Reologie je interdisciplindrni véda, kterd zahrnuje chemické inZenyrstvi, fyziku, védy
o materidlech a chemii. Pro primysl je velmi ddleZzitd, protoZe znalosti toku komplexnich
tekutin se vyuZivaji v mnoha technologiich od barviv po potraviny nebo od t&Zby ropy az po
zpracovani plasta [22].

V klasické reologii se viskoelastické vlastnosti materiald méfi pomoci reometrt, u nichZ je
mozné podle rozsahu méfenych vlastnosti zvolit vhodnou geometrii (napt. valec-vélec, kuzel-
deska). Vysledné viskoelastické vlastnosti, charakterizované tfeba viskozitnim a elastickym
modulem, udédvaji informaci o vzorku jako celku. Tyto vlastnosti lze také studovat pomoci
mikroreologickych metod. Termin mikroreologie totiZ zahrnuje nékolik technik, které maji
své vyhody oproti klasické reologii. K experimentiim je potfeba velmi malé mnozstvi vzorku,
zkoumanym objektem muze byt i tenky film, vnitiek buriky, membréana, atd. Mikroreologické
techniky mohou zkoumat i lokdlni mikroprostiedi vzorkl, coz se uplatni nejen
u heterogennich vzorki ale i u navenek homogennich ldtek s heterogennim
mikroprostiedim [22].

Tyto techniky vSak maji 1 své nevyhody, zkoumané materidly musi alespon Castecné
propoustét svétlo, jejich aplikace na pevné nebo hodné viskézni materidly je vyzvou
a matematické vypocty jsou slozité. Predpona ,mikro-,, v ndzvu souvisi s velikosti
pouzivanych sond, coZ jsou nejCastéji koloidni Céastice o primeéru v fddech mikrometra.
Zaroven také naznaCuje, Ze potfebné mnoZstvi pro experimenty bude velmi malé, fddoveé
v mikrolitrech [22].

Principem mikroreologickych metod je sledovdni sond (Castic), které jsou vloZeny do
vzorku a lokdln€ deformuji jeho mikroprostiedi (viz Obrdzek 8). Metody, u nichZ je pohyb
sond fizen mechanicky, se nazyvaji aktivni. Césticemi se manipuluje vn&j§im magnetickym
nebo elektrickym polem [23], [15].

polymerni fetézce

Obrdzek 8: Zndzornéni usporddadni vioZenych cdstic do roztoku polymeru [23]
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Druhou skupinou jsou pasivni mikrorelogické techniky, které k urceni reologickych
vlastnosti vyuZivaji tepelnou energii Castic, definovanou kg7, a jsou zaloZeny na sledovani
Brownova pohybu. Do této skupiny se fadi mnoho mikroreologickych technik, mezi ty
nejbeéznéjsi patii jednocdsticovd mikroreologie (VPT — video particle tracking),
dvoucasticova mikroreologie (TPM — two point microrheology), difuzni vinova spektrometrie
(DWS - diffusive wave spectrometry), dynamicky rozptyl svétla (DLS — dynamic light
scattering) nebo mikroskopie atomarnich sil (ATM — atomic force microscopy) [24].

2.5.1 Jednocasticova mikroreologie

Princip metody jednocasticové mikroreologie (single particle tracking nebo také video
particle tracking) spoCiva ve sledovani Castic, které byly vloZzeny do vzorku. Jednd se tedy
o video-analyzu trajektorii vloZenych sond (Castic). Ndhodny pohyb Céstic je dén pouze

Brownovym pohybem. Zaznamendnim a vyhodnocenim trajektorii ¢éstic 1ze ziskat informace
o viskoelastickych vlastnostech zkoumaného materidlu [26].

Dynamika pohybu ¢éstic se popisuje Casové zdvislou korela¢ni funkci znaCenou MSD
(mean square displacement). MSD castic odrazi odezvu materidlu vici vnéjSimu napéti, které
je zpusobeno tepelnym pohybem ¢astic. Existuji dva limitni pfipady zavislosti MSD na
odpoveédi materidlu. V Cisté visk6znim materidlu MSD tepelného pohybu ¢astic roste linedrné
s Casem (viz Obrdzek 9). Naproti tomu CcCastice vloZzené do elastického media nebudou
vykazovat rostouci zdvislost MSD na case, pozice Castice se bude pohybovat okolo
rovnovazné polohy. VétSina materidll obzvlast v oblasti biofyziky ma viskoelastické
vlastnosti a zavislost MSD na Case v takovych materidlech bude mezi limitnimi pifipady [26].

s viskdzni
'El
£ viskoelasticky
A /
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=
™
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Obrdzek 9: Zdvislost MSD na case pro viskozni a viskoelasticky materidl [27]
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MSD tepelného pohybu €astic vlozenych do viskézniho media je definovano:

(r(¢)) = 27 @

kde T udava Casovy interval, d znaci dimenzi a D je difuzni koeficient. Zavislost difuzniho
koeficientu na viskozité prostiedi je ddna Stokes-Einsteinovou rovnici:

k,T

D=
67xna

®)

kde kp zna¢i Boltzmanovu konstantu, jejiz hodnota je 1,38-107J.K~", T je termodynamicka
teplota, a uddva polomér sledované cCastice. SouCin k7 udéavd tepelnou energii pohybu

Castic [26].

Pro Castice vloZené do viskoelastického media neplati tak jednoduchy vztah pro zavislost
mezi MSD a difuznim koeficientem. Nicméné je mozZzné pouZit zobecnénou Stokes-
Einsteinovu rovnici, kterd zohledfiuje zdvislost viskoelastickych vlastnosti komplexniho
materidlu na frekvenci:

~y kT (©6)

kde sje Laplaceova frekvence, <72(s)> je Laplaceova transformace MSD a G(s) je

Laplaceova transformace viskoelastického modulu. Pomoci této rovnice je mozZné
charakterizovat reologické vlastnosti viskoelastického media a z hodnoty MSD lze vypocitat
elasticky a viskozitni modul [15].

2.5.2 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla byva také oznacovan jako kvazielasticky rozptyl svétla nebo
fotonové korelacni spektroskopie [25]. Metodu dynamického rozptylu svétla 1ze povazovat za
predchidce soucasné mikroreologie. Mnohé teoretické i praktické aspekty mikroreologie
vychdzi pravé z této metody. Hlavnim rozdilem je, Ze metody vyuZivajici rozptyl svétla
poskytuji informace o vzorku jako celku. Principem metody je sledovdni zmén intenzity
rozptyleného svétla. Tak lze ziskat informace nejen o viskozit€¢ prostfedi, ale také
o elastickém modulu viskoelastického materialu [22].

Pro mikroreologické ucely jsou pouZity koherentni monochromaticky zdroj zafeni
a detekCni optika, kterd snimd intenzitu svétla rozptyleného od ¢éstic o zndmé velikosti, které
jsou vloZeny do media o nezndmych viskoelastickych vlastnostech. Tradicné se technika
rozptylu svétla pouzivad pro urCeni velikosti ¢astic vloZenych do vzorku o zndmé viskozite.
Vzorek pro ucely méfeni DLS obsahuje malé mnozZstvi vloZenych sond, aby se zajistilo, Ze
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kazdy foton prochdzejici mediem bude rozptylen jen jednou. Jednd se o pasivni
mikroreologickou techniku, kdy ¢éastice podléhaji pouze ndhodnému Brownovu pohybu [26].

zpracovani dat

4 detektor
korelator
I:—i mérici cela
: { detektor
atenuator

Obrdzek 10: Schéma uspordddni pFi méieni dynamického rozptylu svétla [28]

Dynamicky rozptyl svétla pfedstavuje neinvazivni techniku, kdy se méfi zmeény intenzity
rozptyleného svétla, jehoZz zdrojem je obvykle laser (viz Obrdzek 10). ProtoZe Castice
vykondvaji Browntv pohyb, dochézi k interferenénimu zesilovéni a zeslabovani svétla. Cim
rychlej$i je pohyb cCéstic, tim rychleji se meéni intenzita rozptyleného svétla. Pozadovanou
hodnotu MSD 1lze ziskat z korelacni funkce, kterd popisuje okamZitou fluktuaci intenzity
svétla v Case 1 a je definovéana:

)

kde I je intenzita, 7 je Cas a ostré zavorky naznacuji, Ze se jednd o primérnou hodnotu v Case.
Takto vypocitand korelacni funkce muZe byt prevedena na korelacni funkci pole za pouziti
Siegertova vztahu:

g,(0)=1+plg, ()’ (8)

Faktor koherence [P souvisi s experimentdlnim nastavenim detektoru. U experimentd
vyuZzivajicich dynamicky rozptyl svétla je dileZitou veli¢inou vlnovy vektor definovany:

dnz . (6
q= 2 SIH[EJ 9
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kde A predstavuje vlnovou délku budiciho zafeni, n index lomu media a 0 je dhel, ktery svird
budici paprsek a detektor. Z korelacni funkce pole pak 1ze ziskat MSD:

-q*(Ar’(2))

6 (10)

g.(t,q)=exp

Pro experimentdlni meéfeni metodou dynamického rozptylu svétla je tfeba pouZit
transparentni vzorky, aby se zajistilo, Ze k rozptylu svétla dojde pouze jednou. U mirné
zakalenych vzorka je mozné feSeni v podobé dal§iho polarizatoru umisténého pred detektor.
Je nastaven tak, aby propoustél svétlo s podobnou polaritou, jakou mé zdroj zafeni, ¢imz
blokuje vicendsobné rozptylené svétlo pred vstupem do detektoru. Nicméné€ pro velmi
zakalené nebo neprasvitné vzorky je tato technika nepouZitelnd a je nutné zvolit jiny pfistup
napft. difuzni vlnovou spektrometrii [22], [23], [25].

2.5.3 Difuzni vinova spektrometrie

Vicendsobny rozptyl je u vySe popsané metody dynamického rozptylu svétla nezadouci
a limituje vyuziti pfi studiu vicefdzovych vzorkd. Pozdéji bylo zjisténo, Ze i vicendsobny
a tak se vyvinula technika zndma jako difuzni vlnova spektrometrie. Oproti predchozi metode
umozinuje zkoumat i zakalené vzorky, jako jsou koncentrované roztoky polymerd nebo
gely [22].

V difuzni vlnové spektrometrii je do vzorku vloZeno vétSi mnoZstvi Castic nez
u dynamického rozptylu svétla. 'V pfitomnosti  vysokého poCtu sond dochdzi
k mnohondsobnému rozptylu fotonu a lze predpoklddat, Ze se svétlo v mediu Sifi difuzi.
Svétlo se tedy pohybuje po zcela ndhodnych drahdch charakterizovanych stfedni volnou
drdhou [/ (mean-free path) [26].

Pristrojové vybaveni u difuzni vinové spektrometrie (viz Obrdzek 11) je podobné jako
u dynamického rozptylu svétla s tim rozdilem, Ze neni potfeba goniometr, protoZe intenzita
rozptyleného svétla neni thlove z4visld, a dopadajici paprsek prochdzi kyvetou se vzorkem po
celé Sitce [26].
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Obrdzek 11: Schéma uspordddni difuzni vinové spektrometrie [29]

Dal§imi vyhodami difuzni vInové spektrometrie jsou posuny k vySSim frekvencim
v prubéhu experimentti a dosaZeni vysokého rozliSeni. Nicméné tato metoda je limitovana
potfebnym objemem vzorku, ktery se pohybuje v fadech mililitrd, a stejné jako
u dynamického rozptylu svétla nelze zkoumat lokdlni heterogenity mikroprostfedi
zkoumaného vzorku [22].

Techniky vyuZivajici rozptyl svétla jsou velmi uZite€né a s jejich vyuZitim je moZzné ziskat
spolehlivé vysledky. OvSem vyslednd informace popisuje vzorek jako celek a mnoho
materiald obsahuje mistni nehomogenni ¢asti, které se zakladnim vybavenim zkoumat nejde.
Takové vzorky lze sledovat modifikovanym pfistrojem s pfidanou videokamerou. Pravé ke
studiu vzorki s rdznym mikroprostfedim jsou vhodné metody zaloZzené na sledovani
trajektorie C¢4stic v redlném Case [22], [26].

2.5.4 Dvoucasticova mikroreologie

U jednocasticové mikroreologie dochdzi ke zkresleni vysledka vlivem interakci vlozenych
sond s mediem. Tento nedostatek lze eliminovat tim, Ze misto jednotlivych Castic budou
sledovany dvojice Castic. Tento piistup se nazyvd dvoucdsticovd mikroreologie (Two point
microrheology). Interakce Céstic se vzorkem neovlivni negativné vysledek a navic tato
metoda nezdvisi na velikosti a tvaru vloZenych Céastic. Dvoucésticovd mikroreologie se tedy
zameéfuje na dvojici Cdastic (viz Obrdzek 12) a vyhodnocuje kos-korelacni funkci jejich
pohybu [30].
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Obrdzek 12: Princip dvoucdsticové mikroreologie [31]

Viskoelastické vlastnosti zkoumaného materidlu lze studovat na zdkladé znalosti
vzdalenosti mezi Casticemi, tepelné energie a kros-korelacni funkce. Dvoucdsticova
mikroreologie je vSak velmi citlivd na jakékoliv mechanické vibrace. Oproti jednoCésticové
mikroreologii je také potfeba mnohem vétsi mnoZstvi dat, aby mohlo byt analyzovdno mnoho
paru Castic v raznych vzdalenostech. Vysledné hodnoty se pak shoduji s jinymi metodami
napft. s klasickou reologii vice nez u jednoc€ésticové mikroreologie [15], [32].
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3 Soucasny stav reSené problematiky

Mikroreologie tvoii souhrn metod, které se pouZivaji ¢im ddl vic pro charakterizaci
viskoelastickych vlastnosti latek. Jak uZz bylo zminéno, velkou vyhodou mikroreologie je
potieba velmi malého mnozstvi vzorku a toho se velmi ceni napf. v oblasti biologie. Dalsi
velkou pfednosti je moznost zkoumat lokalni mikroprostfedi, protoZe latky nemusi byt a Casto
nejsou v celém objemu homogenni. V souCasnosti se ve studiich stile Castéji setkdvame s tim,
7Ze autofi pouzivaji Castice o riznych velikostech a s razné modifikovanym povrchem. Jeste
pofdd jsou mikroreologické postupy povazovidny za nové, a proto se ve VvétSine studii
pouzivaji dalsi metody pro srovnani a ovéfeni vysledka napf. klasicka reologie.

Konformacni zmény polymera 1ze sledovat pomoci metod, jako jsou dynamicky rozptyl
svétla (DLS), fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie (FCS) nebo mikroskopie atomarnich sil
(AFM). Jako alternativni metoda byla navrZzena i reologie k odhaleni souvislosti zmén
hydrodynamického objemu a viskozity polymerniho roztoku. Nicméné pii reologickych
experimentech dochdzi k hydrodynamickému toku, coZ muze zplsobit deformaci fetézcu
polymeru. Proto tedy Chih-Hsing Huang a kol. zvolili pasivni mikroreologii, kterd umoZiiuje
zkoumat viskozitu roztokli pomoci vloZenych Castic aniz by se muselo plsobit vn&j$imi silami
a soucasné dovoluje studovat mikroprostiedi polymernich fetézci. Ke svym experimentim
pouzili fluorescencni mikrocastice o priméru 0,92 um. Jako modelovy polymer zvolili poly-
2-vinylpyridin (P2VP) a z mikroreologickych dat se snaZili ziskat velikosti klubek (coils)
a globuli P2VP. Ke konforma¢nim zméndm dochazelo vlivem rizného pH. Autofi béhem
experimentll pozorovali, Ze k fazovému prechodu klubko-globule dochazelo okolo hodnoty
pH = 4, coz souhlasi s pfedchozimi studiemi jinych autort. I dal§i hodnoty charakterizujici
bobtnédni polymeru se shoduji s predpokladanymi hodnotami podle Flory-Hugginsovy teorie.
Aby jesté 1épe pronikli do konformacnich zmén vlivem pH, pouZili dalsi techniky jako
malouhlovy rozptyl rentgenového zafeni (SAXS) a emisni spektrometrii s pyrenovou
sondou [33].

Moschakis T. a kol. ve svych experimentech studovali gelovaténi vodného roztoku [-
glukanu z jeCmene. Kromé& pasivni mikroreologické metody pouzili i klasickou reologii
a mikroskopii s faizovym kontrastem. Pro stanoveni primarni struktury izolovaného B-glukanu
pouzili enzymové metody a HPLC. Cilem jejich studie bylo prozkoumat lokdlni dynamiku
vodného roztoku B-glukanu, ktery podléha gelovaténi béhem skladovani. Gelovaténi spoc¢iva
v agregaci fetézcli tedy zesitovani. Pro mikroreologické tucely byly do vzorku vloZeny
polystyrenové fluorescencni Castice na povrchu modifikované karboxylitem (COOH-PS)
o pruméru 0,75um. V systémech obsahujicich proteiny nejsou vylouceny interakce vloZzenych
Castic a proteint. V tomto piipadé vSak autofi predpokladali, Ze k takovym interakcim
nedochézelo, kvuli hydrofilni povaze jak B-glukand (nenabité molekuly) tak povrchu Céstic.
Tento pfedpoklad potvrzovalo i to, Ze béhem mikroskopickych meéfeni nebyly pozorovany
shluky castic ani pfi nizkych koncentracich biopolymeru. Pozorovani béhem experimentt
ukazalo, Ze pfi tvorbé sité béhem gelovaténi dochiazelo ke vzniku porl, které zpisobily
nehomogenitu systému. Proto se metoda jednocasticové mikroreologie prokdzala jako
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citlivéjsi ve srovndni s klasickou reologii, vlozené cCastice se totiZz nachdzely v rizném
mikroprostfedi béhem gelovaténi. Mikroreologie byla navic schopnd detekovat zmény pfti
vzniku polymerni sité diiv nez se projevily u reologickych experimentt [34].

Koagulace mléka je dalezitym procesem ve vyrob€ mlécnych produktd, jako jsou jogurty
a nekteré syry. Micely kaseinu v dusledku snizovani pH disociuji a agreguji, aZz nakonec
vytvoii 3-D sit. Dynamiku procesu gelovaténi kaseinu lze sledovat riznymi metodami
a v posledni dob¢ byla k tomuto dcelu pouZita i mikroreologie. Moschakis T. a kol. zkoumali
pfechod sol-gel pomoci klasické reologie a pasivni mikroreologie s pouZitim konfokdlniho
mikroskopu. Pro mikroreologické experimenty pouZzili fluorescencni Castice o ruznych
velikostech (0,21 um; 0,32 um; 0,5 um a 0,89 um) a s riznym povrchem (poly(ethylenglykol)
a karboxylové skupiny). Autofi pomoci konfokdlniho mikroskopu pozorovali, Ze vSechny
Castice mély tendenci adsorbovat se na proteinovou sit, kterd vznikala, kdyZ se hodnota pH
blizila hodnoté pl kaseinu. I pfesto se vysledky mikroreologie a klasické reologie vyrazné
neliSily a body gelovaténi byly u obou metod podobné [35].

Pro oblasti jako jsou ddvkovani 1éCiv do zadni C4sti oka nebo genové terapie se jevi velmi
slibn€ intravitredlni aplikace odbouratelnych nanocastic. V nékterych ptfipadech je potieba,
aby se nanocdstice pfemistily z mista aplikace do cilovych bungk, jindy je lepSi aby Castice
zustaly v misté podani a pomalu uvoliovaly 1éCivé latky, které by pak difundovaly do
cilovych mist. Proto je dilezité znat mikrostrukturu sklivce, kde nanocastice s riznou
velikosti a rozdilnym povrchem budou penetrovat nebo delsi dobu zistanou. Qingguo Xu
a kol. studovali pomoci mikroreologie mikrostrukturu biologického materidlu, konkrétné
hovéziho sklivce, s polystyrenovymi Casticemi o ruzné velikosti a s rizné modifikovanym
povrchem. PouZili polystyrenové Castice s aminovymi skupinami (PS-NH;), karboxylovymi
skupinami (PS-COOH) a castice potazené poly(ethylenglykolem) (PS-PEG) o velikostech
100 nm, 200 nm, 500 nm, 750 nm a 1000 nm. PS-PEG ¢éstice az do velikosti 510 nm rychle
penetrovali v prostiedi, ale trajektorie nejvetSich Castic byly vyrazn€ omezené bez ohledu na
modifikaci povrchu. PS-NH, castice byly kladné nabité v prostiedi sklivce o pH =72
a nehybaly se. Naproti tomu zdporn€ nabité PS-COOH castice o velikostech 100 nm a 200 nm
snadno difundovaly. Pfi vySSich koncentracich Castic vSak dochdzelo k jejich shlukovéni.
Autofi zjistili, Ze gel sklivce se chova jako permeabilni viskoelastickd tekutina pro objekty
mens$i nez 510nm, zatimco pro castice 1190 nm a veétsi predstavuje nepermeabilni
viskoelastickou pevnou latku. Z jejich vysledkt tedy vyplyvd, Ze nanoCastice men$i nez
510 nm s neadhezivnim povrchem mohou v prostiedi sklivce penetrovat, naproti tomu ¢éstice
vetsi neZ 1190 nm by mohly byt pouZity pro 1éCiva s protrahovanym ucinkem [36].

Mikroreologie miiZze byt velmi uzite¢na i pro vyzkum buné€k a tkani. Viskozita je dalezity
parametr a provedené studie ukazuji, Ze zména viskozity souvisi s nemoci nebo dysfunkci na
bunécné urovni nebo malformaci na drovni tkdni. Dochdzi totiz ke zméndm mobilit
chemikalii v bufice, coZ ovlivni zdkladni procesy, jako jsou ty probihajici v membranach, pti
sbalovani proteinii nebo udrzovani tvaru buinky. Byly pouzity metody mikroskopie
atomdrnich sil, magnetickd pinzeta nebo sledovani pohybu ¢éstic, které se do buriky dostaly
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endocytézou. Zivé systémy jsou velmi komplexni, a proto je potfeba vyvijet dalsi nano-
a mikrosondy a to zejména takové, u kterych budou kontrolovdny interakce s okolnim
mediem. Chevry L. a Kkol. ve své studii predstavili vyuZiti dratkt (wires) jako potencidlnich
sond v experimentech s mySimi fibroblasty a epitelidlnimi bufikami z ledvin psa. Dratky
pripravili z nanokrystald oxidu Zelezitého a pro zvySeni stability je obalili polyakrylatem
sodnym. Pro experimenty na modelovém systému (voda a glycerol) mély dritky délku od
I um do 100 um (stfedni délku 27 um), pro experimenty s fibroblasty mély stfedni délku
4 um. Primér dratkt se pohyboval okolo 400 nm. Méfeni elektroforetické mobility a zeta-
potencialu ukazalo, Ze dratky byly elektricky neutrdlni. Z experimentd vyplynuly nékteré
vyhody, jako Ze dratky byly snadno zaclenény do Zivych buné€k, nachdzely se rozptyleny
v cytosolu a nevykazovaly toxicitu. Autofi provedli i srovndvaci méteni s kulovymi ¢4sticemi,
ale s nimi nebyla zjiSténa hodnota efektivni viskozity intraceluldrniho media [37].

Mikroreologie muze byt vyuZita i ke studiu reologickych vlastnosti Zalude¢niho hlenu
(mucus). Bansil R. a kol. ve své priaci zkoumali tyto vlastnosti a jejich cilem bylo zjistit,
jakym zpusobem je ovliviiuje bakterie Helicobacter Pyroli. H. Pyroli zpusobuje Zzalude¢ni
viedy a rakovinu, umi plavat viskoelastickym hlenem na vnitinim povrchu Zaludku
a kolonizuje v kyselém prostiedi. V pfedchozich studiich byly pozorovdny rozdily ve
vysledcich mikroreologickych a reologickych experimentii s mucinovym gelem pii pH = 2.
Tyto rozdily naznaCovaly nehomogennost mikroprostiedi gelu. Autory v této studii tedy
zajimalo, jestli jsou mikroreologické vysledky ziskané pomoci sledovdni pohybu Castic
ovlivnény piitomnosti pohyblivych bakterii. Navic bakterie samotné mohou byt vyuZity jako
mikroreologické sondy, a tak dalsi otazkou bylo, zda je Brownuv pohyb pohyblivych bakterii,
které aktivné plavou v prostfedi, odliSny od Brownova pohybu bakterii, které se krome
Brownova pohybu jinak nehybou. Pro experimenty pouZili fluorescencni polystyrenové
latexové Castice o pruméru 1 pm a Zalude¢ni mucin z prasete (porcine gastric mucin, PGM).
Autofi pozorovali, ze viskozitni i elasticky modul roztokii mucinu byl nizZsi v pfitomnosti
bakterie. Sledovdnim Brownova pohybu samotnych bakterii zjistili, Ze pohyblivé (plavajici)
bakterie vykazovaly superdifuzni anomalni Brownuv pohyb, zatimco ty ostatni se pohybovaly
pouze Brownovym pohybem [38].

Med se pouzivd jako potravinarské aditivum, ale je také intenzivné studovan kvili své
s teplotou a sloZenim, konkrétné zavisi na podilu cukru a obsahu vody. Cohein 1. a Weihs D.
zkoumali Ctyfi druhy izraelského medu pomoci reologie a mikroreologie. Pouzili jak klasicky
med, tak i med se sniZzenym mnoZstvim kalorii, ktery je stdle populdrnéjsi diky trendu
snizovani cukri pfijimanych v potravé. U takovych medu je procento piirodnich cukra
nahrazeno molekulami s pomalym nebo Zadnym metabolismem. Cilem je zredukovat obsah
kalorii, ale zachovat konzistenci a chut. Pro mikroreologické experimenty byly pouZzity
fluorescencni Castice o velikosti 200 + 10 nm a s povrchem modifikovanym karboxylovymi
skupinami. Autofi pozorovali, Zze se vSechny druhy pouzitych medu chovaly jako

newtonovské kapaliny a Ze vykazovaly Arrheniovskou zdvislost na teploté. Vysledky ziskané
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pomoci obou metod se shodovaly. Autofi tak ukdzali pouZitelnost pasivni mikroreologie i pro
vzorky s relativn€ vysokou viskozitou [39].
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4 Materialy a metody

4.1 Materialy
Hyaluronan
Chitosan

Glycerol

Castice

Rozpoustédla

4.2 Vybaveni

NICON Eclipse Ci

CCD kamera
(CMOS USB 3.0)

Reometr AR G2
ZetaSizer Nano ZS

Programy

HySilk, My, =250 — 450 kDa, CPN s. 1. 0., Cislo SarZe 230 215 — El
Low molecular weight, Sigma — Aldrich, ¢islo Sarze 448869 — 250G

C3HgO;3, Cistota 2 99,5%, Sigma — Aldrich, ¢islo Sarze 69012 — 1L

Micro particle size standard based on polystyrene monodisperse,
velikost 1 um, Sigma — Aldrich, ¢islo Sarze 72938 — 10ML - F
PS — Particles, carboxylated, velikost (0,8 16 £ 0,02) um

microParticles GmbH, ¢islo Sarze PS — COOH - B1477

Si0, — Particles, aminated, velikost (1,16 i0,02) um , microParticles
GmbH, cislo Sarze SiO, — NH, — AR113 -2

Mili-Q voda (Milipore Academic)

Kyselina octovd, CH3;COOH, Ccistota 99 %, Lach — Ner, s.r.o. ¢islo
Sarze 30436 0305

opticky mikroskop, moznosti zvétSeni 20x az 100x

kamera propojend s mikroskopem, se softwarem uEye Cockpit,
rozliSeni 1280 x 1024, maximalni rychlost sniméani 60 snimku/s

systém souosych valcu
piistroj pro méteni metodou dynamického rozptylu svétla

ImageJ
program pro pievadéni videi do jinych formatt

Cell Sens Entry
program pro upravu vide{

IDL
software pro vyhodnoceni trajektorii ¢4stic
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4.3 Priprava vzorki

Byla pfipravena koncentracni fada glycerolu o hmotnostnich procentech ve vodé v rozmezi
od 10 % do 80 %. Pro metodu dynamického rozptylu svétla bylo potfeba vzdy 5 ml roztoku.
Do tohoto objemu byly pipetovany roztoky s Casticemi, tedy 10 pl polystyrenovych (PS)
a polystyrenovych s karboxylovymi skupinami (PS-COOH) a 40 ul roztoku s Casticemi
z oxidu kiemicitého s aminoskupinami (SiO,-NH,). Pro mikroreologické experimenty byl
pfipraven 1 ml kazdého vzorku a bylo pfiddno 10 pl PS nebo PS-COOH c¢éstic nebo 40 pl

s 7 M2z

Si0,-NH; ¢astic. VSechny vzorky byly po pfidani €astic promichdny na vortexu.

Byl pfipraven 1% zéasobni roztok hyaluronanu ve vod¢, ktery byl ponechdn jeden den na
magnetické michacce. Nésledujici den z n€j byly fedénim pfipraveny roztoky o hmotnostnich
koncentracich 0,01 %; 0,1 % a 0,5 %. Pro veSkeré experimenty byl pouzit hyaluronan
o molekulové hmotnosti 250-450 kDa. Pro méfeni metodou dynamického rozptylu svétla bylo
pfipraveno 5 ml kaZzdého vzorku a bylo pfiddno 10 pl PS nebo PS-COOH céstic nebo
40 pl Si0,-NH; castic. Pro mikroreologickou metodu byl pfipraven vzdy 1 ml roztoku, do
kterého bylo pipetovdno 10 pl PS nebo PS-COOH ¢astic nebo 40 ul Si0,-NH; €astic. VeSkeré

7 Yz

vzorky byly po pfidani ¢4stic promichdny na vortexu.

Byl pfipraven zdsobni roztok chitosanu o hmotnostni koncentraci 0,2 % v 1% kyseliné
octové, ktery byl ponechédn pfes noc na magnetické michacce. Z tohoto roztoku byly fedénim
pfipraveny roztoky o hmotnostnich koncentracich 0,01 %; 0,06 % a 0,1 %. Pro méfeni na
klasickém reometru bylo pfipraveno 10 ml kazdého vzorku. Pomoci metody dynamického
rozptylu svétla byly zmeéreny vzorky, do nichZ bylo priddno 10 pl PS nebo PS-COOH c¢astic
nebo 40 pl SiO,-NH, ¢&éstic. Pro mikroreologické experimenty byl potifeba 1 ml kazdého
vzorku, do kterého bylo pfiddno 10 ul PS nebo PS-COOH ¢&astic nebo 40 pl SiO,-NH, Céstic.

4. s M2z

Opét byly vSechny vzorky po pfidani ¢astic promichdny na vortexu.

Celkem byly pfipraveny a zmeéteny tfi koncentracni fady glycerolu, tfi koncentracni fady
hyaluronanu a Ctyfi koncentracni fady chitosanu. Do prvni fady kazdé latky byly pfidany PS
¢astice, do druhé PS-COOH castice a do treti SiO,-NH, castice. Kazdé meéreni metodami
dynamického rozptylu svétla a mikroreologie bylo provedeno tiikrat. Ctvrtd fada chitosanu
byla pouzita pro metodu klasické reologie. Koncentra¢ni fada glycerolu i hyaluronanu

e, e
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5 Meéreni a vyhodnoceni dat
5.1 Méieni metodou dynamického rozptylu svétla

Viskozita viech vzorkd byla méfena na piistroji Zetasizer Nano ZS (viz Obrdzek 13). Cst
pfipraveného vzorku s Casticemi (sondami) byla pfelita do plastové kyvety a temperovdna
ptistrojem na 25 °C po dobu 120s. Byly pouZity moduly Size a Microrheology. Pomoci
modulu Size byla ovéfovéna velikost mikroreologickych €astic uddvana vyrobcem. Modulem
Microrheology byla zméfena zédvislost MSD na Case a relativni viskozita vzorku. Hodnoty
relativnich viskozit byly pfepocitiny na viskozity roztoki a ty byly vyneseny do grafa
a porovnany s vysledky dalSich metod.

Obrdzek 13: Pristroj ZetaSizer Nano ZS [41]
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5.2 Méreni metodou jednocasticové mikroreologie

Metoda jednocésticové mikroreologie, nazyvand také jako video particle tracking (VPT),
predstavuje celkem zdlouhavy proces, kdy samotné méfeni neni tak Casové ndrocné jako
vyhodnocovéni. Cely proces sestdvd z ne€kolika C4sti. Nejprve je potieba pfipravit vzorky
s Casticemi, kamerou pfipojenou k mikroskopu se zaznamend tepelny pohyb Castic, pak se
trajektorie pohybu vyhodnoti pomoci softwaru IDL a ziskané hodnoty difuznich koeficienta
jsou ndsledné pfepocitdny na viskozitu pomoci Stokes-Einsteinovy rovnice (rovnice 5).
W .

Obrdzek 14: Opticky mikroskop NICON Eclipse Ci a CCD kamera [40]

K méfeni byl pouzit opticky mikroskop NICON Eclipse Ci, ke kterému byla pfipojena
CCD kamera. Pomoci tohoto apardtu byly pofizeny videa s pohybujicimi se ¢asticemi. Aby se
zabranilo pohybu nebo pifipadnému vysychdni vzorkd, byl kazdy roztok pipetovan do
piihradky sestavené z laboratornich skliCek (viz Obrdzek 15). Prihrddka byla vytvofena
z jednoho podlozniho sklicka a tf{ krycich. Pro upevnéni krycich skli¢ek bylo pouzito lepidlo,
které bylo vytvrzeno pod UV lampou. Objem takto pfipravené ptihradky se pohyboval kolem

30 pl roztoku.

Obrdzek 15: Schéma prihrddky z laboratornich sklicek pro metodu VPT [40]

Na optickém mikroskopu bylo nastaveno Ctyficetindsobné zvétSeni pro vSechny pouZité
Castice. U kazdého vzorku byla snaha zaostfit na prostfedni vrstvu objemu pfihradky, aby
nedosSlo k zaznamendni pohybu Céstic pfili§ blizko sklicek, a tak k negativnimu ovlivnéni
vysledné viskozity. Pomoci softwaru uEye Cockpit byly nahrdny videa. Rychlost nahrdvani
byla 21,50 snimki/s a kazdé video tvorfilo pfiblizn¢ 280 snimkii. Software ulozil videa ve
formatu avi, ale pro dal$i zpracovéni je bylo potfeba prevést na format tiff, k cemuz byl pouzit
program Imagel. Tak bylo kazdé video pfevedeno na pozadovany format, kdy bylo v podstaté
rozloZeno na sekvenci snimkua. Déle byly videa upraveny v programu Cell Sens Entry, kde byl
upraven jas a vylepSen kontrast Castic (viz Obrdzek 16). Snimky byly také v rdmci moZnosti
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ofezdny, aby se odstranily pifipadné necistoty, které by negativné ovlivnily vysledky, jako
napiiklad dvojice €astic nebo rozostiené Castice.

Obrdzek 16: Uprava jasu a kontrastu videa v programu Cell Sens Entry

Po upravé byly videa vyhodnoceny v softwaru IDL (Interactive Data Language), ktery je
vyuzivdn pro obrazovou analyzu. V piipadé mikroreologie umoziuje sledovat jednotlivé
Castice a vyhodnotit jejich trajektorie. Pivodné bylo mozné pracovat pouze s kombinaci bilé
Castice na tmavém pozadi, ale dnes uZ program umoZziuje i opacnou variantu. Nejprve byly na
jednom snimku oznaceny pozadované Castice, které mély byt ddle analyzovény, a pak byl
vybér aplikovan na cely soubor snimkd. Pfi vybéru lze nastavit minimdlni hmotu (mass)
Castic, coz pfedstavuje hustotu vyplné Castice. Pro kontrolu lze vybrané Castice zakrouzkovat
a zobrazit. B€éhem vyhodnocovani bylo mozné vybér Castic jeSt€ upravit tak, aby byly
eliminoviny Céstice s hodnotou excentricity vétSi nez 0,2. Excentricita idedln€ kulovych
Castic je rovna nule, ale po hodnotu 0,2 jsou Céstice stdle pfijatelné pro vyhodnoceni.
Trajektorie vybranych ¢éstic pak byly vyhodnoceny a vysledkem byla zavislost MSD na Case,
ze které byla ziskdna hodnota difuzniho koeficientu. Hodnoty difuznich koeficientl byly
néasledné prepocitany na viskozitu a hodnoty viskozit byly vyneseny to grafii a porovnany
s hodnotami ziskanymi z ostatnich metod.
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5.3 Meéieni metodou klasické reologie

Viskozita vzorkl byla zméfena také pomoci klasické reologie. Hodnoty viskozit byly
ziskdny méfenim na reometru AR G2 od firmy TA Instruments. Kazdy vzorek byl pied
méfenim pét minut ustdlen a temperovian na 21 °C. Pii stejné teploté probihalo
i mikroreologické meéfeni metodou VPT. Na reometru byla pouZita soustava vdlec-vdlec
a metoda ustidleného stavu (Steady state), kdy jsou méfeny tokové vlastnosti. Doba méteni
jednoho bodu viskézni kfivky byla omezena na maximaln€ 3 minuty [40].

S—

Obrdzek 17: Reometr Ar G2
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6 Vysledky a diskuze
6.1 Glycerolova irada

Glycerol byl zvolen jako modelovy systém, jelikoZ se jednd o homogenni kapalinu, pro
kterou jsou hodnoty viskozit uvedeny v tabulkdch. Vysledky mikroreologickych metod (DLS
a VPT) a klasické reologie byly s t€émito hodnotami porovnany. Metodou DLS byly méfeny
zavislosti MSD na case pro jednotlivé koncentrace a byly ziskdny hodnoty relativnich
viskozit, které pak byly prepocitiny na hodnoty dynamickych viskozit. Méfeni reologickych
vlastnosti metodami DLS 1 VPT probéhlo pro kazdy vzorek trikrat, ze tii méfeni pak byl
vypocitan prumér a u viskozit byly urCeny i chybové tsecky. Méfeni na reometru bylo
z Casovych divodi provedeno jednou.
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Obrdzek 18: Zdvislost MSD na case pro koncentracni fadu glycerolu s PS Cdsticemi (1 pum)
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Obrdzek 19: Zdvislost MSD na case pro koncentracni 7adu glycerolu s PS-COOH cdsticemi
(0,816 um)
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Obrdzek 20: Zdvislost MSD na case pro koncentracni vadu glycerolu s SiO,-NH, cdsticemi (1,16 um)
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Na obrazcich 18 az 20 jsou vyneseny zdvislosti MSD na Case pro glycerol o hmotnostnich
koncentracich 10— 60 %. Data pro 80% roztok glycerolu nejsou uvedena, protoze dle
ndsledujiciho pfedpokladu je viskozita tohoto vzorku daleko za hranici méfitelnosti pfistroje
pro DLS méfeni se zvolenymi Casticemi. Vyrobce pfistroje uvddi maximélni velikost ¢dstic
mefitelnou pfistrojem 10 um [42]. A tak byl vypocitdn teoreticky maximdlni difuzni
koeficient pro tuto velikost Castic ze Stokes-Einsteinovy rovnice (viz Rovnice 5), jehoz
hodnota po dosazeni do rovnice vy$la 4,30-107"* pm?/s. Pomoci této hodnoty pak byla
vypocitdna teoretickd nejvySs$i méfitelnd viskozita metodou DLS s pouZitim Castic o danych
velikostech opét dosazenim do Stokes-Einsteinovy rovnice.

Tabulka 1: Teoretické hodnoty viskozit spolehlivé méfitelné metodou DLS vypocitané ze Stokes-
Einsteinovi rovnice

Castice Velikost &astic [pum] T e [MPaLS]
PS-COOH 0,816 12,25
Si0,-NH, 1,16 8,62

PS 1,0 10,00

Tabulka 2: Tabelované hodnoty viskozit pro glycerolovou koncentracni fadu

Hmotnostni proc?nta 10 % 20 % 40 % 60 % 80 %
glycerolu ve vodé

Viskozita [mPa.s] 1,31 1,77 3,75 10,96 62

Z tabulek 1 a 2 tedy vyplyva, Ze viskozita 80 % roztoku glycerolu je daleko za hranici
meéfitelnosti metody DLS s pouzitymi Céasticemi. Viskozita 60 % vzorku se pohybuje na
hranici spolehlivé meéfitelnosti s pouzitim Castic o velikosti kolem 1 pm, ¢imZ lze u grafa
s Si0,-NH; a PS casticemi vysvétlit zménu tvaru MSD kiivky, kterd by u komplexnich
kapalin pfedstavovala elasticitu vzorku. S rostouci koncentraci a tedy se zvySujici se
viskozitou by mély byt pouzity mensi Castice, aby bylo dosaZzeno presné€jsich vysledku.
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Obrdzek 21: Graf zndzorujici zdvislost viskozity na obsahu glycerolu ve vzorku, porovndni vysledkii

metod DLS, VPT (PS Cdstice, 1 um) a klasické reologie s tabelovanymi hodnotami
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Obrdzek 22: Graf zndzorujici zdvislost viskozity na obsahu glycerolu ve vzorku, porovndni vysledkii
metod DLS, VPT (PS-COOH cdstice, 0,816 um) a klasické reologie s tabelovanymi hodnotami
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Obrdzek 23: Graf zndzorujici zdvislost viskozity na obsahu glycerolu ve vzorku, porovndni vysledkii
metod DLS, VPT (SiO,-NH, cdstice, 1,16 um) a klasické reologie s tabelovanymi hodnotami

Na obrdzcich 21 az 23 jsou zobrazeny zdvislosti viskozit pro glycerolovou ftadu
i s chybovymi tsetkami. Ciselné hodnoty viskozit jsou uvedeny v tabulce 4 v piiloze 1.
V grafech jsou pro ukdzku ponechdny hodnoty viskozit i pro 80 % roztok glycerolu. Je zde
vidét, Ze viskozita tohoto vzorku je pfili§ vysokd pro ob€ mikroreologické metody. Z téchto
metod se s tabelovanymi hodnotami vice shoduji viskozity méfené pomoci DLS. MiZe to byt
dano tim, Ze piistroj pro DLS méii ve 3-D a vyhodnocuje pohyb mnohem vét§iho poctu Castic
nez je tomu u VPT, kterd sleduje trajektorie Céstic ve 2-D a pouze v ur€ité ¢asti vzorku, na
kterou je zaméfena kamera pii nahravani videi.
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6.2 Hyaluronova rada

Byly zméfeny hodnoty viskozit roztoki hyaluronanu o stejné molekulové hmotnosti
metodami VPT, klasické reologie a DLS. Metodou DLS byly ziskdny zavislosti MSD na Case.
Hmotnostni koncentrace hyaluronanu ve vodé byly 0,01 %; 0,1 %; 0,5 % a 1 %. Byly pouZity
Castice s neutrdlnim (PS), kladnym (SiO,-NH;) a z4porné nabitym (PS-COOH) povrchem.
VSechna meéfeni metodami DLS a VPT byla provedena celkem tfikrat, hodnoty byly
zprumérovany a u viskozit byly vytvofeny i chybové useCky. Méfeni na reometru bylo
z Casovych divodi provedeno jednou.
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Obrdzek 24: Zdvislost MSD na case pro koncentracni fadu hyaluronanu (250 — 450 kDa) s PS
Cdsticemi (1um)
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Obrdzek 25: Zdvislost MSD na case pro koncentracni fadu hyaluronanu (250 — 450 kDa) s PS-COOH

Cdsticemi (0,816um)
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Obrdzek 26: Zavislost MSD na case pro koncentracni fadu hyaluronanu (250 — 450 kDa) s SiO,-NH,

cdsticemi (1,16 um)
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Na obrdzcich 24 az 26 jsou vyneseny zavislosti MSD na Case pro koncentracni fadu
hyaluronanu meéfené s danymi Casticemi. Stejn€ jako v pfipadé s glycerolem bylo i zde
provedeno srovndni teoreticky vypocitanych maximdlnich méfitelnych hodnot viskozit
metodou DLS s viskozitami vzorkt, konkrétné s viskozitami méfenymi na reometru. Pro
pfehlednost je zde znovu uvedena tabulka 1.

Tabulka 1: Teoretické hodnoty viskozit spolehlivé méfitelné metodou DLS vypocitané ze Stokes-

Einsteinovy rovnice

Castice Velikost &astic [pum] T e [MPaLS]
PS-COOH 0,816 12,25
Si0,-NH, 1,16 8,62
PS 1,0 10,00

Tabulka 3: Hodnoty viskozit koncentraéni fady hyaluronanu namétené klasickou reologii [40]

Hmotnostni procent&vl 0.01 % 0.1 % 0.5 % 1%
hyaluronanu ve vodé
Viskozita [mPa.s] 3,43 12,80 60,47 251,60

Z porovnani tabulek 1 a 3 vyplyva, Ze 0,5 % a 1 % roztok hyaluronanu uZ je daleko za
hranici spolehlivé méfitelnosti metody DLS s ¢asticemi o velikosti kolem 1 um. Proto Ize na
obrdzcich 24 a 26 vidét zmeénu tvaru MSD kiivky u téchto koncentraci. Na obrazku 25 je vidét
linedrni zdvislost MSD na cCase pro vSechny koncentrace. U PS-COOH ¢éstic v roztoku
hyaluronanu mohlo dochézet k odpuzovani Castic a fetézcu, Castice by se tedy pohybovaly
pievazné v rozpoustedle, a proto neni pozorovdna zména tvaru MSD kfivky u visk6znéjSich
vzorkd.
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Obrdzek 27: Graf zdvislosti MSD na case pro 0,1 % roztok hyaluronanu (250 — 450 kDa)

Na obrazku 27 jsou pro lepsi srovnani vyneseny zdvislosti MSD na Case pro 0,1 % vzorek
hyaluronanu naméfené s jednotlivymi Casticemi. Je zde vidét odliSny sklon zévislosti ziskané
s Si0,-NH; casticemi. MoZnym vysvétlenim by mohly byt piipadné interakce téchto Castic
s polymerem. Na videich pro vyhodnoceni metodou VPT byly pozorovéiny shluky ¢éstic,
pfevdazné u vysSich koncentraci, ale zaCinaly se tvofit uz i 0,1 % vzorku, coz také mohlo
ovlivnit vysledky.
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Obrdzek 28: Porovndni hodnot viskozit 0,01 % roztoku hyaluronanu (250 — 450 kDa)
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Obrdzek 29: Porovndni hodnot viskozit 0,1 % roztoku hyaluronanu (250 — 450 kDa)
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Obrdzek 30: Porovndni hodnot viskozit 0,5 % roztoku hyaluronanu (250 — 450 kDa)
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Obrdzek 31: Porovndni hodnot viskozit 1 % roztoku hyaluronanu (250 — 450 kDa)
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Na obrézcich 28 az 31 jsou zobrazeny hodnoty viskozit ziskané metodami DLS a VPT
a porovnany s hodnotami nameéfenymi na reometru, Ciselné hodnoty jsou pak uvedeny
v tabulce 5 v piiloze 1. Ve vétSiné piipadd se hodnotdm z klasické reologie vice blizi
vysledky metody VPT. Jak uz bylo psdno vySe, metoda DLS méii spolehlivé pouze po urcitou
hodnotu viskozity a porovnanim tabulek 1 a 3 lze zjistit, Ze 0,5 % a 1 % roztoky hyaluronanu
maji viskozitu mnohem vyssi. Dokonce uz 0,1 % vzorek se pohybuje na hranici spolehlivé
mefitelnosti metodou DLS s danymi Casticemi. Proto jsou presn€j$i vysledky ziskany
mikroreologickou metodou VPT. U niZSich koncentraci 1ze pozorovat nizsi hodnoty viskozit
naméfené s PS-COOH ¢ésticemi. Pravdépodobné to koresponduje s tim, co bylo zminéno
vyse, Ze vliv mohou mit odpudivé sily mezi Casticemi a fetézci polymeru. U 0,01 % vzorku je
viskozita srovnatelnd u PS a SiO,-NH, ¢astic. U dalSich koncentraci je vSak hodnota ziskana
s Si0,-NH, c{asticemi trochu vyS$§i, méfeni pravdépodobné ovliviiuji interakce Castic
dalSi experimenty. Na obrdzku 32 je vidét, Ze 1 % vzorek uz se pohybuje za hranici
meéfitelnosti obou mikrorelogickych metod pfi pouziti danych Castic. Stejné jako v piipade
glycerolu, by bylo vhodné pro dal§i meéfeni pouZzit men$i Castice pro koncentrovanéjsi
roztoky.
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6.3 Chitosanova rada

Byly zméfeny hodnoty viskozit koncentracni fady nizkomolekularniho chitosanu metodami
DLS, VPT a klasickou reologii. Metodou DLS byly méfeny zdvislosti MSD na Case a ziskany
relativni viskozity, které byly nésledn€ pfepocCitiny na hodnoty dynamickych viskozit. Byla
pfipravena fada o hmotnostnich koncentracich 0,01 %; 0,06 %; 0,1 % a 0,2 % v 1% kyseliné
octové. Byly pouzity stejné Castice jako v ptipad¢€ hyaluronanu. Kazdy vzorek byl zmétren
tiikrat, z vysledka byly ziskdny praimérné hodnoty a u viskozit i chybové tsecky. Méfeni na
reometru probéhlo z ¢asovych divodu jednou.
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Obrdzek 32: Zdvislost MSD na case pro koncentracni fadu chitosanu (nizkomolekuldrni) s PS
Cdsticemi (1 um)
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Obrdzek 33: Zdvislost MSD na case pro koncentracni fadu chitosanu (nizkomolekuldrni) s PS-COOH

cdsticemi (0,816 um)
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Obrdzek 34: Zdvislost MSD na case pro koncentracni fadu chitosanu (nizkomolekuldrni) s SiO,-NH,

cdsticemi (1,16 um)
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Na obrazcich 32 az 34 jsou zobrazeny zdvislosti MSD na €ase koncentracni fady chitosanu
s jednotlivymi Casticemi. L.ze pozorovat velmi podobné vysledky ziskané s PS a SiO,-NH,
casticemi. U PS-COOH castic je linedrni zdvislost s klesajicim trendem pro rostouci
koncentraci chitosanu v 1% kyseliné octové. V pripad€ chitosanu byla u nejvyssi zvolené
hmotnostni koncentrace (0,2 %) namé&fena na reometru viskozita 5,82 mPa.s, nebyla tedy
pfekroCena hranice spolehlivé méfitelnosti metody DLS, jako tomu bylo u vysSich
koncentraci glycerolu a hyaluronanu. I kdyz lze predpoklddat, Ze viskozita metend s SiO,-
NH, casticemi uz se této hranici bliZi. Pro tento pfipad uz by pravdépodobné& bylo vhodné
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Obrdzek 35: Porovndni hodnot viskozit 0,01 % roztoku chitosanu (nizkomolekuldrni)
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Obrdzek 36: Porovndni hodnot viskozit 0,06 % roztoku chitosanu (nizkomolekuldrni)
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Obrdzek 37: Porovndni hodnot viskozit 0,1 % roztoku chitosanu (nizkomolekuldrni)
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Obrdzek 38: Porovndni hodnot viskozit 0,2 % roztoku chitosanu (nizkomolekuldrni)

Na obrazcich 35 az 38 jsou zobrazeny hodnoty viskozit naméfené metodami DLS, VPT
a klasickou reologii. Ciselné hodnoty jsou pak uvedeny v tabulce 6 v piiloze 1. P¥i porovnani
mikroreologickych metod s klasickou reologii je patrné, Ze ve vétSin€ piipada byly presnéjsi
vysledky ziskané metodou DLS. Je to pravdépodobné ddno tim, Ze tato metoda bere v ivahu
mnohem vé&tsi pocCet ¢astic nez je tomu u VPT. Vyssi hodnota u metody DLS s pouZzitim PS-
COOH castic u 0,2 % vzorku mize byt ovlivnéna tim, Ze se u této koncentrace nejspis
zacCinaji projevovat interakce Castic s polymerem. Viskozity méfené pomoci VPT s PS a PS-
COOH casticemi se vétSinou od sebe priliS neliSi, oproti hodnoté z klasické reologie jsou
vétSinou trochu vyssi. U téchto ¢astic mohou byt vysledky zkresleny tvorbou shluku, které
byly pozorovéiny pod mikroskopem pfi pofizovani videi pro vyhodnoceni. Viskozity ziskané
z experimentd s SiO,-NH, casticemi pomoci VPT jsou vyraznéji vyssi oproti ostatnim. Na
videich bylo moZné pozorovat sedimentaci Castic ke dnu ptihradky ze sklicek, do které byl
vzorek pipetovan. Béhem nahrdvani videi je kamera zaméfena na urCitou vrstvu vzorku,
unikdnim Céstic z této vrstvy se snizuje pocet Castic pro vyhodnoceni, aZ jich miZe zustat
piili§ mélo pro kvalitni vyhodnoceni. Pokud by sedimentace Cdstic méla ovlivnit viskozitu
meéfenou pomoci DLS, byly by vysledné hodnoty niZsi oproti reologickym, z graf je vSak
patrné, Ze tomu tak neni. Byla spocitdna drdha, o kterou Céstice za dobru meéfeni (pfiblizné
0,02 s) klesnou, a ta je v porovnéni s velikosti ¢astic velmi kratkd. Pro dalSi experimenty
metodou VPT by bylo vhodné pouZit ¢astice z jiného materidlu.
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7 Zavér

Jednim z cili této diplomové prace byla reSerSe v oblasti pasivni mikroreologie se
zamé&fenim na Céstice pouZzité pro experimenty. Ddle bylo tfeba zvolit pfisluSné metody pro
studium interakci mezi nabitymi ¢asticemi a polyelektrolyty. Vysledky pro jednotlivé Castice
pak mely byt porovnany. Hlavni cile této diplomové prace byly splnény. Z literarni reSerSe
vyplyvd, Ze mikroreologické metody jsou Casto srovndvdny s jinymi metodami, pfevazné
s klasickou reologii, pokud je k dispozici dostatecné mnozstvi vzorku. Stejnd strategie byla
pouzita i v této diplomové prici, kdy vysledky mikroreologickych metod (DLS a VPT) byly
porovnény s klasickou reologii. V experimentdlni ¢asti byl pouZit glycerol jako modelovy
systém, hyaluronan jako zdporn€ nabity polymer a chitosan jako kladn€ nabity polymer.
U glycerolu byly zvoleny hmotnostni koncentrace 10 %, 20 %, 40 %, 60 % a 80 %.
U hyaluronanu byly hmotnostni koncentrace 0,01 %; 0,1 %; 0,5 % a 1 %. U chitosanu byla
pouzita koncentrani fada o hmotnostnich koncentracich 0,01 %; 0,06 %; 0,1 % a 0,2 %.
Ciéstice pouzité mikroreologickymi metodami mély neutrdlni povrch (PS &istice), zdporné
nabity povrch (PS-COOH C¢éstice) a kladn€ nabity povrch (SiO,-NH,; ¢éstice). Vysledky obou
mikroreologickych metod byly porovnany navzdjem a také s hodnotami mefenymi klasickou
reologii. Vysledné hodnoty viskozit roztokti glycerolu byly navic porovnany s tabelovanymi
hodnotami.

V grafech se zavislostmi MSD na Case lze ve vétsin€ piipadi pozorovat linearni zavislost
s klesajicim trendem pro rostouci koncentrace. Byly provedeny vypoCty pomoci Stokes-
Einsteinovy rovnice pro ziskdni teoretickych maximdlnich hodnot viskozit spolehlivé
meéfitelnych metodou DLS se zvolenymi Casticemi. U glycerolu bylo zjisténo, Ze viskozita
80 % roztoku je mnohem vys§i. Vzorek o hmotnostni koncentraci 60 % se pohybuje na
hranici spolehlivé méfitelnosti s Casticemi o velikosti kolem 1 pum, coZ se projevovalo zmé&nou
tvaru MSD kiivky v grafech. Porovndnim mikroreologickych metod s klasickou reologii 1ze
pozorovat, Ze se vice shoduji viskozity métené metodou DLS. Je to pravdépodobné dano tim,
7ze DLS vyhodnocuje pohyb ¢éstic ve 3-D, coz umoZiuje presnéjsi méfeni, zatimco u VPT
jsou Castice sledovany ve 2-D. Také pro metodu VPT je 80 % roztok glycerolu pfili§ viskdzni
a nelze ziskat kvalitni trajektorie ¢4stic pro vyhodnoceni.

U hyaluronanu bylo zjiSténo, Ze 0,5% a 1% roztoky jsou daleko za hranici spolehlivé
mefitelnosti metody DLS s pouzitymi ¢dsticemi a vzorek o hmotnostni koncentraci 0,1 % se
pohybuje na hrané, proto lze v grafech pozorovat zménu tvaru MSD kifivky. Navic je vidét
jiny sklon zavislosti MSD na cCase u 0,1 % vzorku s SiO,-NH, ¢asticemi, coz muZe byt
zpusobeno interakcemi cCastic s polymerem. Z mikroreologickych metod se s klasickou
reologii vice shoduji vysledky VPT, protoze u DLS byla u vétsiny roztokl pfekrocena hranice
meéfitelnosti s danymi Casticemi. Viskozity métené s PS a PS-COOH casticemi jsou velmi
podobné, s Si0,-NH; Casticemi jsou o néco vyssi, tyto vysledky mohly byt ovlivnény tvorbou
shlukd Castic. Pro experimenty s hyaluronanem by tedy pravdépodobné bylo vhodné pouzit
Castice s neutrdlnim nebo zdporn€ nabitym povrchem, protoze u téchto Castic shluky
pozorovany nebyly.
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V piipad€ chitosanu nebyly viskozity zvolenych koncentraci nad hranici méfitelnosti
metody DLS s pouZzitymi Casticemi. U zdvislosti MSD na Case byly pozoroviny podobné
vysledky u PS a SiO,-NH; ¢éstic. Porovnanim mikroreologickych metod lze zjistit, Ze vice se
shoduji vysledné viskozity ziskané metodou DLS s klasickou reologii. Je to pravdépodobné
dano tim, Ze DLS pocitd s mnohem vétSim mnoZstvim Céstic nez VPT. Viskozita méfend
s Si0,-NH; césticemi metodou VPT je vzdy vySSi neZ u ostatnich Castic. Na videich byl
pozorovan pokles ¢astic ke dnu pfihradky, ¢imZ se sniZoval pocet Castic pro vyhodnoceni
a mohlo tak dojit k ovlivnéni vysledkii. Na videich s PS a hlavné¢ s PS-COOH casticemi zase
byly pozorovany shluky castic, které také mohly ovlivnit vyslednou viskozitu. Pro dalsi
studium chitosanu mikroreologickymi metodami by pravdépodobné bylo vhodné pouZzit
Castice s neutrdlnim nebo kladn€ nabitym povrchem a pro metodu VPT zvolit kladné& nabité
Castice z jiného materidlu.

Mikroreologické metody jsou pouzitelné pro studium reologickych vlastnosti biopolymeru,
je vSak potieba zvolit vhodnou velikost Castic pro dané koncentrace zkoumanych vzorka.
Z porovndni pouzitych mikroreologickych metod lze usuzovat, Ze v piipad€, kdy nedojde
k prekrocCeni hranice spolehlivé méfitelnosti metody DLS, jsou tyto vysledky pfesn&j$i oproti
VPT, protoZe se zde vyhodnocuje pohyb vétSiho poctu ¢éstic. Pro metodu VPT je dobré zvolit
takové Castice, které netvoii ve vzorku shluky nebo neklesaji ke dnu, protoZe tyto jevy
negativn€ ovlivni zméfenou hodnotu viskozity. Pro dal$i studium by bylo vhodné pouZit
Castice s povrchovym ndbojem o ruznych velikostech a také metodu dvoucésticové
mikroreologie, u které by byly eliminovany pfipadné interakce Castic s polymerem.
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10 Seznam piiloh

Priloha 1

Tabulky s hodnotami viskozit pro glycerol a biopolymery
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11 Piilohy

Priloha 1

Tabulka 4: Namérené a tabelované hodnoty viskozit koncentraéni rady glycerolu

Hmotnostn{ procenta glycerolu ve vodé

Viskozita

[mPa.s] 10 % 20 % 40 % 60 % 80 %
Tabelované 131 177 3,75 10,96 62
hodnoty

Reologie [40] 1.63 2.47 45 12.4 61,71
DLS:

PS &astice 1204013 | 233+039 | 847+043 | 1156+018 | 50.59+2.51
PS-COOH 1174013 | 159+005 | 3244005 | 8994041 | 33.33+3.71
castice

S10-NH, 3864049 | 3254063 | 5584057 | 978+141 | 13,10+£347
castice

VPT:

PS &astice 2704016 | 3944029 | 8.60+085 | 2602+447 | 9471+7.05
g;s'ﬁcc(ZOH 1984008 | 284+0.11 | 699+068 | 2131+037 | 9607« 10.99
S;S;CSHZ 3044008 | 5.08+108 | 1418+145 | 3647+1.02 | 162.36+3.76
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Tabulka 5: Namérené hodnoty viskozit koncentracni fady hyaluronanu

Hmotnostni procenta hyaluronanu ve vodé

Viskozita

[mPa.s] 0,01 % 0.1 % 0.5 % 1%
Reologie [40] 3,43 12,80 60,47 251,60
DLS:

PS &éstice 1,46 + 0,38 6,77 + 1,49 20,85+ 1,47 | 69,95+ 3,09
lf,s'.COOH 1,30 £ 0,07 6,00 + 0,27 22,03+0,80 | 49,73 +0,25
castice

§10.2'NH2 2.57 +0,85 13,19+259 | 40,14+3,02 | 96,71 + 12,16
castice

VPT:

PS &éstice 3,08 + 0,20 12,54+130 | 51,09+548 | 113,97 +2.,56
lf,s'.COOH 246 +0,18 9,97 0,14 4825+837 | 130,63 +4,75
castice

§10.2'NH2 3,11 £0,08 1529+1,18 | 77,89+4,04 | 137,62 +5,41
castice

Tabulka 6: Namérené hodnoty viskozit koncentracni fady chitosanu

Hmotnostn{ procenta chitosanu v 1% kyseliné octové

Viskozita

[mPa.s] 0.01 % 0,06 % 0.1 % 02 %
Reologie 1,77 3,01 4,12 5,82
DLS:

PS &astice 1804049 | 317+0,09 | 3544007 | 458+028
PS-COOH 1304033 | 3.15+022 | 4614045 | 12.66+ 1.89
castice

Si0,-NH, 2554059 | 2974061 | 3374055 | 3494027
castice

VPT:

PS &astice 2214003 | 4934048 | 654+1.06 | 11.04+0098
PS-COOH 193010 | 437036 | 627+052 | 9.68+0.53
castice

Si0,-NH, 3564016 | 6764036 | 880+0.67 | 14,76+ 104
castice
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