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ABSTRAKT

Byla zavedena a provéfena nova metoda pro meéteni viskoelastickych material zvana
mikroreologie. Pro ur€eni spravnosti méfeni byly porovnany vysledky pro tii fady vzorki
ziskané pomoci jednocasticové mikroreologie, DLS mikroreologie a klasické reologie. Jako
modelovy systém byly zvoleny smési glycerolu o riznych viskozitach. V piipad¢ glycerolové
fady byly vysledky srovnany také s tabelovanymi hodnotami. Modelovym biopolymerem byl
zvolen hyaluronan o riznych molekulovych hmotnostech a pro mikroreologicka méteni byly
pouzity polystyrenové ¢Castice. Bylo zjisténo, Ze hodnoty viskozit biopolymernich vzork

nameétené jednotlivymi metodami jsou az na malé vyjimky srovnatelné.

ABSTRACT

A new method for determining the viscoelastic properties of materials was introduced and
investigated. Results of three groups of samples obtained using one particle microrheology
method, DLS microrheology method and classical rheology method were compared to be sure
of correctness of measurements. As a model system were chosen mixtures of glycerol of
different viscosities. In case of samples containing glycerol, results were also compared with
tabulated values. Hyaluronan of various molecular weights was used as a biopolymer and
polystyrene particles were used for microrheology. It was confirmed, that viscosity values of

biopolymer samples obtaining by each method are comparable.
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1.UVOD

Reologie je interdisciplinarni obor rozsifeny do mnoha oblasti zahrnujicich chemické
inzenyrstvi, fyziku, materidlové védy ¢i chemii. Je to ale také zaroven velmi dulezité odvétvi
majici obrovsky primyslovy vyznam. Opravdu Siroké rozmezi technologii od barviv
k potravinam, pies ropny prumysl az ke zpracovani plastl, vSechny tyto obory zna¢né zavisi
na porozumeéni toku komplexnich kapalin. Tradi¢né jsou viskoelastické vlastnosti materiali
zkoumany pomoci klasického reometru, neni to vSak jedind metoda, kterou je mozno pouZit.
Tato meéfeni lze také provézt metodou zvanou mikroreologie. Pojmem mikroreologie
neoznacujeme pouze jedinou metodu, ale hned nékolik pfistupl, kterymi je mozno nejen
zméiit viskoelastické vlastnosti materialu, jak je tomu u klasické reologie, ale dokonce
ptekonat i mnoh4 omezeni, pres kterd uz nejsme schopni se touto béznou metodou dostat.
Velmi vyznamnym piinosem mikroreologie je moznost studia nehomogennich materiald.
Tato vyhoda pfimo nabizi vyuziti v oblasti bunéénych systémil. Mnozstvi téchto materiali pro
vyzkum je velmi omezeno, coz u mikroreologického méteni neni zddnou ptekazkou, jelikoz
je potieba opravdu jen velmi malé mnozstvi vzorku. Mezi nejcastéjsi cile mikroreologie patii
zkoumani bunééného cytoskeletonu ¢i vlastnosti zdravych i rakovinovych bunék, sacharidd,
biofilmi, bakterii nebo plicni kapaliny. Metoda je také velmi vyhleddvana k prozkoumani
procesu gelace, monitorovani prubéhu polymerace, pro méfeni vlastnosti na mezifazovych

rozhranich, pro aplikaci v koloidnich suspenzich a v mnoha dalSich oblastech.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova - latka poprvé izolovana v poloviné ctyficatych let devatenactého
stoleti, ktera se stala jednou z nejzajimavéjSich a nejpouzivanéjSich ptirodnich makromolekul.
Tento bily krystalicky praSek nasel velké uplatnéni v mnoha vyznamnych oblastech, a to
piredevsim v Iékarstvi naptiklad ve funkci fyziologického lubrikantu. Dalsi vyznamnou roli
hraje v kosmetickém prumyslu pii vyrobé krému proti vraskam ¢i ve veterinarni medicing,

predevsim pro 1écbu kloubnich onemocnéni.

2.1.1 Struktura

Kyselina hyaluronova patfi do malé skupiny mukopolysacharidi. Linearn¢ - polymerni
molekula hyaluronanu je slozena ze dvou opakujicich se disacharidovych podjednotek,
kterymi jsou Kkyselina D - glukuronova a N - acetylglukosamin. Tyto c¢asti jsou stéidaveé
propojeny f - 1,4 a B - 1,3 glykosidickymi vazbami. Glukéza v B konfiguraci, se kterou jsou
spojeny oba cukry, dovoluje prostorové objemnym skupinam zaujmout stericky vyhodnéjsi
ekvatorialni polohu. Vodikové atomy jsou pak umistény na méné vyhodnych axidlnich

pozicich. Struktura disacharidu je tedy energeticky velmi stabilni [1].

Ve fyziologickém roztoku je molekula hyaluronanu zpevnéna kombinaci chemické
struktury disacharidu, vnitfnimi vodikovymi vazbami a interakcemi s rozpoustédlem. Axialni
vodikové atomy tvofi nepolarni hydrofobni ¢ast, kdezto odvracend cast fetézce tvofi
polarnéjsi hydrofilni Cast a timto se vytvafi struktura takzvané zakroucené stuhy. Roztoky

hyaluronanu jsou mimotadn¢ viskézni.

Pii syntéze hyaluronanu hraje podstatnou roli enzym zvany hyaluronansyntdza. Pocet
disacharidovych jednotek v konecném fetézci hyaluronanu miize dosahnout i 10 000 téchto
jednotek. Relativni molekulova hmotnost se pak pohybuje okolo 4 miliont. Primérna délka

disacharidu je ptfiblizné 1 nm.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_D-glukuronov%C3%A1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=N-acetylglukosamin&action=edit&redlink=1

Obrazek 1: Zdkladni strukturni jednotka molekuly hyaluronanu [2]

2.1.2 Vyskyt

Hyaluronan je latka vyskytujici se ve vSech Zivych organismech. V lidském téle se
nejcastéji objevuje ve formé hyaluronatu sodného ¢i draselného. Tato latka je jednou
z komponent mimobunécné matrix. Ve vysokych koncentracich ji miizeme nalézt také
V kloubni chrupavce, kde sniZzuje tfeni a tlumi ndrazy. Velké mnozstvi je pfitomno
i V pojivovych tkanich. Dale se vyskytuje v pupecni $ilife, v oénim sklivei, v plicich,
ledvinach, mozku a svalové tkani. Hyaluronan je jednou z hlavnich slozek kiize a plni svou
funkci hlavné pti obnové poskozenych tkani. Pfi nadmérném vystaveni pokozky UVB zatfeni
dochézi k jejimu zarudnuti a buiiky v povrchové vrstvé prestdvaji produkovat hyaluronan. Bez
pfitomnosti této latky dochazi k mnohem rychlejSimu starnuti a poSkozovani kulze.
Hyaluronan pfispiva k migraci bun€k a UcCastni se fady interakci na bunéném povrchu.
Primérny sedmdesatikilovy muz ma zhruba 15 g hyaluronanu v téle. Jedna tfetina tohoto

mnozstvi je pfeménovana kazdy den [3].

2.2 Reologie

Pojem reologie ma ptivod ve dvou feckych slovech, z nichz ,,rheo® znamena téci a ,,logos*
studovat. Z prekladu pak vyplyva, ze se reologie zabyva studiem toku hmoty nebo kapaliny,
tedy pojednava o pohybu kapalin a pretvafeni hmot. Jednim z hlavnich ukold tohoto odvétvi
je nalezeni vztahii mezi napétim, deformaci a rychlosti deformace pro jednotlivé druhy latek.
Zakladni stavebni kameny reologie tvoii teorie velkych deformaci a teorie viskoelasticity.
Reologické chovani tekutych materialt hraje dilezitou roli v fadé technologickych operaci,
a tedy znalost zékladnich reologickych veli¢in, viskozity, meze toku a moduld pruznosti je

potfebnd nejen k charakterizovani surovin nebo eventudlné produktii, ale i k feSeni mnoha


http://cs.wikipedia.org/wiki/Nap%C4%9Bt%C3%AD_%28mechanika%29
http://cs.wikipedia.org/wiki/Deformace
http://cs.wikipedia.org/wiki/Rychlost_deformace

technickych uloh. Matematickym vyjadienim tokovych vlastnosti kapalin jsou reologické
stavové rovnice, které zpravidla vyjadiuji vztah mezi deformacnim smykovym (te¢nym,
vazkym) napétim t a deformaci kapaliny. Graficky mohou byt tyto deformace popisovany

tokovymi kiivkami [4].

Latky jsou z reologického hlediska rozdéleny do Sesti zdkladnich skupin:

1. Tuha latka (Euklidova hmota)

Tuh4 latka (oznacovanad TU) se nepietvafi ani pii namahani libovolné velkymi silami, jeji
modul pretvoreni je nekonecné velky, ziistava stale dokonale tuha a pouziva se hlavné pfti

popisu pohybu hmotnych téles.
2. Tekuta kapalina (Pascalova kapalina)

Tekuta kapalina (ozna¢ovana TE) neklade zadny odpor pohybu pfi jakychkoli rychlostech
anevznikaji vni zadnd napéti a jeji vazkost je nulova. Pouzivd se pfi popisu proudéni

a v ulohach hydrodynamiky.
3. Pruzna latka (Hookova hmota)

Pruzna latka (oznacovana PR) ma pfi pfetvareni napéti vzdy ptfimkoveé amérné pretvoreni

a chova se tedy podle Hookova zdkona:
o=E-¢ 1)
=Gy (2

kde o je normalové napéti, E modul pruznosti v tahu, ¢ je pfetvofeni, 7 tangencialni napéti, G
modul pruZznosti ve smyku a y je pomérné zkoseni. Pruzna hmota se po odlehceni vraci

do svého puvodniho stavu a jeji pretvareni je nezavislé na pfedchozim namahani.
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Obr. 2: Reologicky model pruzné latky [6]

JLG

PR

Ty

Obr. 3: Pracovni diagram pruzné latky [6]
4. Vazka kapalina (Newtonova kapalina)

V ptipad¢ idealné viskdzniho materidlu plati pro te€né napéti klasicky Newtonlv zakon:

T=n&=n-D (3)

kde soucinitel 77 je dynamicka viskozita charakterizujici vnitini tfeni newtonské kapaliny, du
je vzajemna rychlost pohybu smykovych rovin vzdalenych o dx a D je takzvany gradient

rychlosti, ktery charakterizuje tvarové zmény v proudici tekuting.
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Obr. 4: Rychlostni profil toku v kapaliné mezi nepohyblivou a pohybujici se deskou [6]

0

Dynamickéd viskozita je latkovou charakteristikou, jejiz hodnota zdvisi na teploté a tlaku.
U plynt s teplotou roste, u kapalin naopak klesd. V soustavé SI je jednotkou pascal

sekunda [Pa-s = kg/m-s].
5. Tvarna latka (St. Venantova latka)

Tvarna latka, oznaCovdana TV, se nc¢kdy nazyva plastickou. Je pouze abstrakci
a ve skute¢nosti nikdy neexistuje samostatné, ale jen ve spojeni s jinymi latkami (nejéastéji
s latkou pruznou). Tvarna latka se do meze plasticity chové jako latka tuhd a po prekroceni
této meze jako latka tekutd. Treni v klidu je vétsi nez za pohybu (pokles napéti pii uvedeni

do pohybu, pak je napéti jiz konstantni).
6. Vlacna latka

Kdyz vla¢na latka (oznacovdna VL) dosdhne meze vla€nosti, ma zavislost mezi napétim

a rychlosti pfetvareni stejnou jako vazka kapalina (VA):

de
= +1— 4
o=0, pm 4)
dr
=7, +n— 5
T=Ta g )

kde o je normalové napéti, oy mezni normalové napéti tvarného prvku, A soucinitel normalni

vazkosti, ¢ pretvoreni, 7 tangencialni napéti, 7,y mezni tangencialni napéti tvarného prvku,
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n souCinitel tangencidlni vazkosti, y pomérné zkoseni a t je ¢as. V1a¢na latka ma vystihnout
projevy vlacnosti jako jsou dotvafeni (plouzivost) a relaxace (ochabovani). Reologické

vlastnosti vla¢né latky vyjadiuje vztah paralelniho spojeni tvarného a vazkého prvku:

TV

VL=—-
VA

(6)
Reologickym modelem vlacné hmoty je valec s pistem naplnénym sypkou hmotou. Vlacna

hmota se od vazké kapaliny lisi tim, Ze je schopna pfi nulové rychlosti mit ur¢ité napéti.

Mnohdy vsak jsou tyto zékladni skupiny reologickych modelu nedostate¢né a je nutno

vyuzit kombinované modely slozené z vyse uvedenych zakladnich typu [4, 5, 6].

2.3 Brownuv tepelny pohyb

Tento pohyb byl poprvé zaznamenan Vv roce 1827 biologem Robertem Brownem
pii pozorovani pylovych zrnek ve vod&. Aby vyloucil mozZznost, Ze pohyb je projevem
pfipadného zivota, opakoval experiment s ¢asticemi prachu. Podstatu tohoto jevu objasnil

v roce 1905 Albert Einstein, vychazejice z kinetické teorie latek [7].

Browntv pohyb popisuje ndhodny pohyb mikroskopickych ¢éstic v kapalném nebo
plynném médiu. Vysvétlenim Brownova pohybu je neustalé srazeni molekul v roztoku vlivem
tepelného pohybu, pfiCemz smér a sila téchto srdzek jsou ndhodné, a proto je i okamzitd
poloha cCastice nahodnd. Tento pohyb je tim intenzivnéj$i, ¢im jsou castice mensi a ¢im je
teplota vyssi. Je-li napiiklad v disperznim prostiedi ¢astice velikosti nékolika mikrometru,
obdrzi v uvazovaném cCase takové mnozstvi narazi, Ze se jejich plisobeni ve vSech smérech
navzajem vyrusi, nehled¢ na jeji ohromnou setrvacnost ve srovnani s molekulami disperzniho
prostiedi. Naproti tomu koloidni ¢astice (obr. 5) ziskd ve stejném Casovém intervalu daleko
mensi po€et narazl. Potom je velmi malo pravdépodobné, Ze se jejich plisobeni navzdjem
vyrusi. Pfevladne vyslednice v urcitém sméru a v tomto sméru se ¢astice pohybuje, dokud ji
dal$i narazy molekul disperzniho prostfedi nevychyli jinym smérem. Brownlv pohyb se

projevuje zejména v diftizi, sedimentaci a ma zna¢ny vliv na stabilitu koloidnich soustav [7].
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Obr. 5: Ndrazy molekul disperzniho prostredi do koloidni castice [7]

2.4 Viskoelastické vlastnosti materialu

Viskozita je fyzikalni veli¢ina udavajici pomér mezi te¢nym napétim a zménou rychlosti
v zavislosti na vzdalenosti mezi sousednimi vrstvami pifi proudéni skutecné kapaliny. Je to
veli¢ina charakterizujici vnitini tfeni a zavisi pfedevsim na pfitazlivych silach mezi ¢asticemi.
Kapaliny s vétsi pfitazlivou silou maji vétsi viskozitu a vétsi viskozita znamena vétsi brzdéni
pohybu kapaliny nebo téles v kapaling. Pro idealni kapalinu ma viskozita nulovou hodnotu.

Kapaliny s nenulovou viskozitou se oznacuji jako viskozni [8].

Elasticita materialu je definovand jako mira nachylnosti pevné latky k navratu
do ptivodniho tvaru po deformaci zpisobené vnéjSim tlakem. V Cisté viskozni kapaliné je
energie vzdy disipovana diky viskéznimu toku a materidl se nikdy nedostane do svého
pivodniho tvaru. Na druhé strang, v Cisté elastickém materidlu je energie uchovavéana a po
ukonceni pusobeni vnéjSiho napéti se material vrati zpét do svého pivodniho tvaru.
Viskoelasticky material vykazuje jak elastickou, tak také viskdzni odezvu. U téchto materiala
se vyskytuje Casova zavislost na aplikovaném tlaku. Zavislost vSak nemusi byt linearni, jak je

tomu u viskdznich materialdl, ¢i konstantni u elastickych materialt [9].

2.5 Smykovy a elasticky modul

Vétsina materidli je tedy povahy viskoelastické, coz znamend, Ze u nich nelze
Z reologického hlediska nalézt pevnou hranici mezi pevnou a kapalnou fazi a do urCité miry se
tedy chovaji jako tuhé a kapalné latky zaroven. Materidlové vlastnosti jsou kvantifikovany
jako elasticky modul pro pevné latky a jako viskozitni modul pro kapaliny. Elasticky ¢i také
ztratovy modul (G”") vyjadiuje energii uloZenou v materiadlu béhem napé&tového cyklu a tvori

realnou ¢ast komplexniho smykového modulu G*,
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G (0)=G'(0) +G” () (7)

viskozitni modul G"* sd€luje ztratu energie béhem napét'ového cyklu. Jedna se o imaginarni

slozku komplexniho smykového modulu G* [10].

2.6 Mikroreologie

vvvvvv

polymerni roztoky, gely ¢i vldknité proteiny, je smykovy modul, ktery vyjadfuje miru
viskozity ¢i elasticity materidlii. Teoretickd ¢i experimentalni studie téchto vlastnosti ma
podstatny a nesmirny prakticky vyznam. Méfeni viskoelastickych vlastnosti se provadi
na bézném reometru, ktery ma schopnost mapovat vzorky o vysSich objemech (v fadu
mililitr), ale s omezenym rozsahem frekvenci (do 10 Hz). Standardni reologické méfeni bylo
pouzivano pro charakterizaci jemnych materialu a komplexnich kapalin. To vsak nebylo
vhodné pro veskeré systémy, jelikoz tak velky objem vzorku nebylo mozno vzdy zajistit nebo
zajisténi takového objemu vzorku bylo finanéné ndrocné. Nevyhodou klasické reologie je
poskytovani pouze celkové odezvy materialu, a proto nedovoluje méfeni nehomogennich
systémi. Nevyhody klasické reologie se proménily ve vyhody nové metody zvané
mikroreologie. Tato technika slibuje velké vyhody pfi méfeni vlastnosti materialt, u kterych
nebyla klasicka reologie vzdy vhodna. Mimo jiné také moznosti studia viskoelasticity

materialt pfi frekvenci nad 1 kHz, coz bézna reologie nedovoluje [11].

Zakladnim principem mikroreologie je naruSovani struktury material drobnymi ¢asticemi,
které jsou ponofeny do materialu a naruSuji okolni prostiedi. Podle zptisobu pohybu téchto
¢astic muzeme mikroreologii rozdélit do dvou oblasti. Prvni z nich je aktivni mikroreologie,
jenz pouziva aktivni manipulaci ¢astic pomoci magnetického ¢i elektrického pole nebo jinych
mikromechanickych sil, jako je naptiklad uZiti optické pinzety. Tato méfeni jsou analogicka
s klasickou reologii, kde je na vzorek vkladan vné&jsi tlak a vysledné napéti je pouzito
k ziskani smykového modulu. Druha tfida mikrorheologie pouziva pouze Brownova pohybu
zaClenéné mikrocastice. Tento pfistup pracuje pouze s tepelnou energii sondy Kk ur¢eni
struktury a reologickych vlastnosti materialu. V kazdé této podskupiné se nachazi velka rada
mikroreologickych technik, z nichz kazda vykazuje jist¢ vyhody ¢i nevyhody pro zvoleny
vzorek (viz. ptfiloha 1). Mezi nejbé€znéji pouZivané pasivni metody patii jednocasticova
mikroreologie (particle tracking microrheology PTM), zvana také jako videomikroreologie

(video based particke tracking), doucasticovd mikroreologie (two particle microrheology -
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TPM), diffusing wave spectrometry (DWS), diffusing light spectrometry (DLS), ¢i

mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy, ATM).

DLS

107 10° 10 10 107 10+ 107 10° Ik 10¢
Time (5)

Obr. 6: Graf ukazujici rozsah frekvenci vhodny pro nékteré mikroreologické techniky [12]

2.6.1 Jednocasticova mikroreologie

U jednocasticové mikroreologie je k pohybu ¢astic vyuZivano pouze Brownova tepelného
pohybu. Az tisice ¢astic o velikosti pfiblizné jednoho mikrometru mohou byt sledovany
pomoci videomikroreologie. Pohyb téchto zac¢lenénych sond muze byt urcen se sub-pixelovou
presnosti pomoci specialniho softwaru vytvofeného J. C. Crockerem a jeho kolektivem
[13, 14].

Dynamika pohybu jednotlivé Castice je popsana v ¢ase pomoci korela¢ni funkce kazdé
Z castic, kterd je také znamé jako mean squared dispalcement (MSD = (A XZ(T)) a je

definovana jako:

(A (7)) = (x(t+7) = (1)) 8)

kde x je d-rozmérna pozice Castice, 7 je Casovy interval a zavorky naznacuji, ze se jedna
0 prumérnou hodnotu Vv Case. S konstantou tmeérnosti D, kterd je definovana jako difuzni

koeficient translacniho pohybu:
(AX*(r)) =2dDr 9)

Pti difuzi ¢astic viskoelastickym mediem nebo transportem castic jinym zplsobem nez
o 2 e y oy 1 1 o .
difuzi, (Ax“(1)) se stava nelinedrnim v ase a mizZe byt formaln¢ zapsan silovym zdkonem

(Ax%(1)) = 2nCt", kde o je difuzni koeficient a C je konstanta. V jednoduché Newtonské
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kapaling (voda, glycerol) je hodnota a = 1. Viskozita okolniho prostfedi ¢astice o poloméru a

je pak ziskana ze Stokes - Einsteinovy rovnice:

D kgT
6ran

(10)

V jednoduchém Hookové materidlu (elasticky) je a roven 0 a tedy MSD je nezavisly

na case. Elasticky smykovy modul mtze byt vypocitan jako

kgT

" 6ma(Ax (7)) (1)

V ptipad€ pasivnich komplexnich kapalin, kde je obsaZzena jak elasticka, tak 1 viskdzni
slozka, pozorujeme sub-difuzivni chovani, 0 < a < 1. U nepasivnich kapalin, jako jsou
napiiklad zivé buiky, mizeme nalézt 0 < a < 2, coz odpovida chovani, které je nazyvano

superdifizni [15].

2=a>1 superdiffusivity
‘1U1: {active motion)

" subdiffusivity {

-
""""""" "~ a=0,Elasticity _

—r — T
ai 1

Time (s)

Obr. 7: Typy MSD vyskytujici se v PTR (particle tracking microrheology) [14, 15]
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Obr. 8: Schéma zisku viskozitniho a ztratového modulu z trajektorie castic

Lineéarni viskoelasticita je vyjadiena pomoci viskozitniho (G") a ztratového modulu (G™").
Casova zavislost tepelné fizeného pohybu &astic v inertnich jemnych materialech, maze byt

interpretovan v ramci zobecnéné Stokes — Einsteinovy rovnice:
D(s) = —— (12)

kde #s je Laplaceova transformace viskozity zavislé na frekvenci, D(s) je Laplaceova
transformace difuzniho koeficientu zavislého na frekvenci a sje Laplaceova frekvence
[14, 15].

Vyhodou jednocasticové mikroreologie je jeji vetsi frekvenéni rozsah v porovnani
s klasickou mikroreologii. V tomto ptipadé¢ hraji hlavni roli ve frekven¢nim rozsahu metody
vlastnosti pouzité kamery. Naptiklad CCD kamera napojena na opticky mikroskop je vétSinou
schopna dosahnout frekvenci jen do 50—-100Hz v zavislositi na jejim casovém

a prostorovém rozliseni [16, 17].

2.6.2 Dvoucasticova mikroreologie

Jednocasticova mikroreologie je metoda vhodnéd pro méfeni zcela homogennich materiali
jako je naptiklad glycerol. Jeji nevyhodou je vSak velka citlivost zaclenéné sondy vici
okolnimu prostfedi. Jestlize dané ¢astice svym pohybem modifikuje pouze své nejblizsi okoli
V heterogennim materialu, pak tato metoda ur¢i pouze strukturu a vlastnosti nejblizS§iho okoli

Castice misto reologickych vlastnosti celého materidlu. Nové rozvinutd technika
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dvoucasticové mikroreologie (Two point microrheology TPM) eliminuje lokalni zmény,
vzhledem K nejblizsi struktufe méfenim korelaéniho pohybu dvojice ¢astic ve vzorku. Tento
pohyb neni ovlivnén velikosti nebo dokonce tvarem Castic a je také nezavisly na specifické
interakci mezi povrchem castice a okolnim prostfedim. Mimo to, nepozorujeme velikost
individualni sondy a, jako v piipadé jednocasticové mikroreologie, ale vzajemnou vzdalenost
pozorované dvojice Castic, I, kterd se pohybuje v rozmezi 10 — 100 mikrond. Tento nartist
vzdalenosti znamena, ze technika je citlivd na heterogenity ve vzorku men$im, nez je
vzajemna vzdalenost Castic, a tedy je mozno zméfit reologii celkového materialu, coz
U jednocasticové metody nebylo mozné. U jednocasticové mikroreologie miize nastat problém
také v ptipad¢, ze velikost Castice je mnohem mensi nez velikost ok v siti vzorku a tudiz
nemuze tato ¢astice odrazet vlastnosti materialu, se kterym nemusi byt ani v kontaktu. Tento

ptipad je demonstrovan na obrazku 9 [9, 14, 18].

Obr. 9: Heterogenni systém se zaclenénymi cdsticemi pro dva riizné systémy lisici se

koncentracemi polymernich vidken [9, 19].

S mensimi modifikacemi je mozno TPM provadét vétSinou pasivnich 1 aktivnich
mikroreologickych metod. Sledovani sond na zaklad¢ video nahravek je zejména velmi
vhodnéd metoda pro urcovani korelacniho pohybu vice €astic, jelikoz aZ nékolik stovek sond
mize byt zobrazovano zaroven. V typické TPM je moZno pozorovat zhruba stovky Castic
po dobu stovek sekund pro ziskani dostatecného mnozstvi dat. Vektor posunu pro individudlni

¢astici je vypocitan jako funkce ¢asového intervalu 7 a absolutniho Casu t:
tiAr (to)=r,(t+7)—r, (1) (13)

poté je tensor primérné hodnoty souboru ¢astic vektoru posunu vypocitan:
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D, ,(r0) =((ar At Dbl R W), (14)

kde i a j oznaduje jednotlivé &astice, a a B oznaduje jednotlivé soutadnice a R je vzdalenost

mezi Casticemi i a j [18, 20].

Dvoucasticova korelace mezi sondami v nestlacitelném kontinuu je vypocitdna uvazovanim
kazdé termalni castice jako tlakového bodu a mapovanim ocekavané deformace pole.
V krajnim piipadé, kdy vzdalenost ¢astic r je mnohem vétsi, nez je polomér Eastice a (r>>a),
je deformace vypocitdna vyndsobenim jednocasticové MSD, ktera je predikovand zobecnénou

Stokes — Einsteinovou reakci pro ziskani:

kg T

D (rs)=—58
w(19) 27rsG(s) (15)

kde D, (r,s) je Laplaceova transformace D, (r,t)a D, (r,t) je kros - korela¢ni funkce

Vv radidlnim sméru [9, 19].

Dosud byly v této praci vyzdvihovany pouze vyhody TPM. Je zapotiebi ale také definovat
urcité neptesnosti ¢i nevyhody, které tato metoda vykazuje. Prvni z nich je mnozstvi castic,
které je nutno sledovat. U PTM bylo zapotiebi pfiblizné 100 castic, ale u korelaéniho pohybu
dvou ¢astic je jich nutno pouzit mnohem vice a to az 3000 [21]. Druhou nevyhodou muze byt
pomérné vysoké procento necistot a Sumu, které jsou soucasti signalu pii méteni korelacnich
pohybu. I ptes tyto nedostatky je TPM velmi dobrou a ¢asto vyuzivanou mikroreologickou

metodou [9].

2.6.3 Dynamic light scattering (DLS)

Jiz od pocatku minulého stoleti byl zpozorovan vyznamny jev, pii styku svétla a latky
vykazujici lokalni nehomogenity, kdy dochéazi k znaénému rozptylu budiciho svétla. Tento
fakt dal za vznik mnoha hojn€ vyuZivanym metoddm, mezi které patii i DLS. Rozptylové
techniky v oblasti mikroreologie vyuzivaji koherentni monochromatické zafeni a optické
prvky k méteni intenzity svétla rozptyleného pfitomnou sondou, kdy ¢astice s danou velikosti
jsou zaclenény v materialu o neznamych viskoelastickych vlastnostech [21]. Dynamics light
scattering (DLS) se stala jednou z nejrozsitenéjsich metod ve studiu nehomogenit v malych
objemech vzorku. Ziskala si tedy velice Siroké pole plisobnosti. Mezi nejhojnéji zkoumané

materialy mizeme zatadit naptiklad koloidni suspenze, gely ¢i polymerni smési [23, 24].
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V klasickém DLS aparatu dochézi ke styku laserového paprsku se vzorkem a naslednému
rozptylu fotond pomoci zaclenénych ¢astic. Tyto fotony dopadaji na detektor umistény pod
uhlem 6, vzhledem ke sméru budiciho laserového paprsku. V idedlnim piipadé je kazdy foton
rozptylen jen jednou a ihned je nasmérovan piimo k detektoru. Intenzity fluktuaci jsou
meéifeny jako funkce casu I(t) a normalizovand intenzitni fluktuani funkce g»(t) je dana

vypoctem:

(IOt +7)) 16)

920=" 1wy

kde ostré zadvorky oznacuji primérnou hodnotu v Case, t zndzorfiuje ¢asovy interval a t je Cas

[25]. Naméfena g, muze byt vztazena k autokorelaéni funkci pole g, ktera je dana:

EME (t+7
gl(r):( (OE ( 2 ) (17)
(E®)D
kde E je rozptylené elektrické pole, pouZitim Siegertova vztahu:
9,(7) =1+ Agi", (18)

faktor § je ur¢en koherenci detekéniho zatizeni. Pokud jsou vSechny ¢astice na sob& nezavislé

a pohybuji se ndhodné pouze na zaklad¢ tepelného pohybu, pak:

glv)=eﬂ{—9—g%—gn}, (19)

kde (Ar’(1)) je priméma hodnota MSD viech &astic v 3 - dimenzionalnim systému a q je

rozptylovy vinovy vektor dany:

4m . (6
q= TS"{EJ (20)

kde n znazoriuje index lomu svétla vzorku, 4 je vinova délka budiciho zafeni a 6 je uhel

svirajici budici paprsek s detektorem [24, 26].

Vysledkem pouziti DLS a vysSe uvedenych vztahl je primérnd hodnota MSD vSech cCastic
ve vzorku. To znamend, Ze neni moZno urcit vlastnosti prostfedi pouze v okoli urcité castice

a tedy neni mozno pouzit tuto metodu pro vzorky vykazujici lokalni heterogenity. DuleZitou
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podminkou pro méfeni pomoci této metody je transparentnost vzorku (aby zde byla jistota, ze
kazdy foton vstupujici do detektoru byl rozptylen pouze jednou). Dal§im ptredpokladem je
vyskyt nahodnych trajektorii, které jsou vysledkem pouze Brownova pohybu. Neni
podminkou znat piesné sloZeni pouzitych ¢astic, jejich velikost se miize pohybovat v rozsahu
0,5 nm az 6 um, coz muze byt mnohdy také velkou vyhodou [26]. DLS ovSem neni schopna
pfesné rozpoznat, zda se jedna pravé o nami zaclenénou sondu. V pritomnosti jakékoli
necistoty muze byt MSD napiiklad prachové Castice piidano do celkové prumérné hodnoty

MSD a tim dojde ke zkresleni kone¢ného vysledku [24, 26].
Urceni viskozity pomoci DLS

DLS je neinvazivni metoda pro urCovani velikosti ¢astic v suspenzi nebo molekularnim
roztoku. Tato technika méfi translacni difuzni koeficient castice nebo molekuly, které
podléhaji ndhodnému Brownov€ pohybu. Difuzni koeficienty jsou prevedeny

do hydrodynamickych velikosti pouzitim Stokes — Einsteinovy rovnice:

a(Hy= 1, @)
67nD

kde d(H) je hydrodynamicky primér castice, D je difuzni koeficient, k je Boltzmanova
konstanta, T je absolutni teplota a 7 je viskozita. Pfimy vztah mezi viskozitou, ktera je urcena
V nastaveni pfistroje a ziskanou hydrodynamickou velikosti ¢astic vyzdvihuje piesnost s jakou
je viskozita urcena. Pro velmi zfedéné vzorky miZeme uvazovat pouze viskozitu
rozpoustédla. Nicméné pokud je viskozita rozpoustédla modifikovéana, naptiklad ptiddnim
polymeru, rostouci viskozita modifikovaného rozpoustédla musi byt urena s vétsi presnosti
pro ptesnou vyslednou hodnotu velikosti ¢astic. Viskozita rozpoustédla mize byt zméfena
napiiklad na vhodném viskozimetru. Alternativni metodu pro stanovani viskozity daného
vzorku nabizi také DLS. Zptsob pro urceni viskozity vzorku spocivda v zaclenéni
polystyren — latexovych Castic o znamé velikosti do vzorku. Ze zmétenych hodnot velikosti

¢astic jsme pak schopni vypocitat viskozitu vzorku podle rovnice:

20
n=———, (22)
DH(H 20)

D

H(X)
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kde 7 je vypocitana viskozita, r20 je znama viskozita vody (rozpoustédla) pfi dané teplote,
DH(H20) je naméfend velikost Castic ve vode€, Dux) je naméfend hodnota velikosti Castic

v daném vzorku (v softwaru oznaceno jako Z - average diameter).

Ptesné urceni viskozity touto metodou je zalozeno na dostateCném zvétSeni poctu rozptyli
laserového paprsku na c¢asticich ve vzorku ve srovnani se vzorkem bez vloZenych Castic.
Z tohoto divodu je dulezity spravny vybér vhodné velikosti Castic. Je také pomérné velmi
dulezité sledovat hodnotu PDI (polydispersity index). Tato hodnota by se s rostouci
koncentraci vzorku neméla vyznamné liSit. Velka zména PDI by mohla naznacovat tvorbu
agregatl zaclenénych c¢astic a tudiz nekompatibilitu polystyrenové Castice s danym vzorkem

[27].
Experimentalni nastaveni

Typicky DLS aparat zahrnuje svételny zdroj, goniometr nesouci vzorek a definujici
geometrii rozptylu, detektor a digitalni korelator, ktery pocitd intenzitni autokorelacni funkci
vredlném case. Svételnym zdrojem je nejcastéji kontinualni vlnovy laser - koherentni

monochromaticky zdroj svétla s emisni vinovou délkou v rozsahu 400 - 700 nm.

detektor

rozptylené svétlo

) g le

o

dekonvoluce korela¢ni funkce

Obr. 10: Schéma DLS [26]
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2.6.4 Diffusing wave spectroscopy (DWS)

Navzdory tomu, Ze DLS nasla Siroké uplatnéni ve studiu mnoha fyzikalnich systémi, je tato
metoda do jisté miry omezena vicendsobnym rozptylem svétla, coz je pro méfeni a nasledné
vypoéty velice nezadouci. Resenim tohoto problému se stala metoda zvana diffusing wave
spectroscopy, ktera je také na rozdil od DLS vhodnéjsi pro zakalené vzorky, jako jsou
napiiklad koncentrované polymerni roztoky a gely, suspenze nebo roztoky surfaktanti.
Z téchto divodl byl uptednostiiovan rozvoj techniky DWS na tkor DLS. Ackoliv je thlova
zavislost rozptyleného svétla zakaleného vzorku zastinéna mnohondsobnym rozptylem,
muzeme zde zaznamenat zdsadni ¢asovou informaci z intenzity rozptyleného svétla, které
muze byt pouzito k charakterizaci dynamickych procesi probihajicich ve vzorku.
Za ptredpokladu velmi vysokého mnozstvi rozptylu fotonu, Sitfeni svétla skrz medium o Sifce
L, mze byt povazovano za difuzivni proces, ve kterém transport svétla nastavd ve zcela
nahodnych drahach. Ty jsou charakterizovany jako transport fotonu zvany ,stfedni volna
délka drahy“ (mean free path length) I*, kdy I*<<L. Interference mezi témito drahami
vyustuji v zrnité modely (speckle pattern) intenzity rozptyleného svétla, ktera kolisa v Case

diky relativnimu pohybu individualnich rozptylenych ¢astic [28].

DWS je technika pouZivanid hojné ke studiu dynamickych vlastnosti Sirokého rozsahu
materiadl, zahrnujici napfiklad koloidni suspenze a gely, koncentrované emulze,
elektro-reologické kapaliny, pény, kapalné krystaly, polymerni roztoky a mnoho dalSich.

[28, 29]. Pro DWS experiment, intenzitni autokorelac¢ni funkce g»(t) je dana vztahem:

o 7]

[P(s)-e , 23)
0

kde k je vinovy vektor svétla v mediu, P(s) je distribu¢ni funkce délky drahy (path lengths)

fotoni ve vzorku a muze byt vypocitana na zakladé difuzniho modelu. I* je takzvana

transportni stfedni volna draha (trasnport mean free path) [30, 31].
Experimentalni nastaveni

DWS pfistroj je velmi podobny DLS nastaveni a obsahuje laserovy zdroj, jednoduchy
opticky prvek (vétSinou cocCku), drzak vzorku, detektor a digitalni korelator. Hlavnim

rozdilem oproti DLS aparatu je nepifitomnost goniometru. Také zde neni Z&dnad whlova

24



zéavislost mezi budicim zéafenim a detektorem. Dalsim rozdilem je rozsifeni budiciho paprsku

az do Sitky 8 mm, aby doslo k distribuci zafeni do celé Sitky kyvety.

PTM
Laser

Korelator <—

Obr. 11: Schématické zndzorneni DWS aparatu [28]

2.6.5 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Pro ziskdni mikroreologickych parametrii komplexnich latek mizeme kromé nejvice
pouzivanych metod jako je PTM (particle tracking microrheology) nebo TPM (two particle
microrheology), vyuzit také metodu zvanou mikroskopie atomarnich sil (AFM — atomic force
microscopy). Zakladem AFM je velmi ostry hrot upevnén na ohebném kantilévru, jenz je
mirné vtlacovan do vzorku a néasledkem ptisobicich sil je kantilévr ohyban. Béhem méfeni se
hrot pohybuje po povrchu vzorku v pravidelném rastru. Je-li povrch vzorku nerovny, ma
nosnik v riznych mistech vzorku rtiznou velikost ohybu [32]. Zmény polohy nosniku jsou
detekovany pomoci laserového paprsku, ktery je odrazen proti zadni strané¢ konzoly. Poloha
tohoto bodu je pak neustale monitorovana citlivym fotodetektorem a nasledny rozdil mezi
dvéma signaly naznacuje ohyb nebo zkrouceni konzoly. Tyto vzajemné odchylky signald
mohou byt pouzity jak pro urceni informaci tykajicich se topografie povrchu latky, tak také
k ureni mechanickych vlastnosti dané latky. Sila F aplikovana mikroskopem muze byt

ziskana z Hookova zakona:

F=K.d (24)

c

kde K¢ je tuhost pruziny konzoly a d je odchylka koncové ¢asti konzoly. Tato sila je obecné
vyvazena zpétnou silou materialu, ktera je Casto vyjadiovana jako funkce hloubky odsazeni
(indentation depth), jenz je ziskana odectenim odchylky od pfemisténi konzolové zékladny Z
[31, 34, 34].
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Obr. 12: Schématické znazornéni méreni pomoci AFM [33]

Pro méfeni v riiznych materidlech mizeme pouzit vétsi mnozstvi méticich moda. Mezi
nejCastej$i rezimy pro meéfeni viskoelastickych vlastnosti jemnych materidlu jako jsou

biopolymery, patii:
1. Silové — distan¢ni rezim

Nejcastéji je rezim pouzivan pro méfeni elastickych vlastnosti naptiklad bunéénych
membran a zédkladniho cytoskeletonu. Zatézovaci sila konzoly miiZze byt vynesena jako funkce

hloubky odsazeni, kdyz je hrot tlaen proti zkoumanému materialu.
2. Rezim toku

V tomto rezimu dochdzi k méfeni premisténi povrchu materidlu jako funkci casu
za konstantni budici sily, coZ je kontrolovano zpétnou vazbou AFM. Také v tomto rezimu je

odezva na aplikovanou silu zavisla na viskoelastickych vlastnostech materiélu.
3. ReZim silovych modulaci

Jedna se o métfeni dynamické odezvy na aplikovanou budici silu s ohledem na vnéjsi
periodické napéti. Tento reZzim dovoluje méteni frekvenCnich zavislosti jak ztratového, tak

také elastického modulu daného materialu.
4. Napétove — relaxacni rezim

Dochazi zde k méfeni Casové zavislosti budici sily AFM, zatimco konzolovy zéklad je

ponechavan v klidu [32].
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2.7 Omezeni pouziti mikroreologie

Pro studium nelinearni odezvy materialu je pouziti mikroreologické metody velmi obtizné.
Dalsi limitace mikroreologie nastava pti méieni transparentnich nebo ¢aste¢né transparentnich
materidlti. Velkou nevyhodou je také délka zpracovani naméfenych dat. V dnesni dobé se
bézné potizuji videa délky 10 minut. Jejich kvalitni zpracovani pak ale mize zabrat az 10
hodin ve specialnich programech. Pro velmi tuhé nebo viskdézni materidly mize byt narocné
pozorovani velmi malych pohybti zaclenénych ¢astic. Limit maximalniho modulu, ktery jsme

schopni naméfit, zavisi hlavné na rozliSeni experimentu [17].

3.SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

PrestoZze je mikroreologie metoda pomérné nova, jiz mnoho védcii a badatell ji pouziva
ve svych vyzkumech pro jeji unikatni pfednosti. Diky tomuto se stava stile vice vyuZzivanou
arozvinutou metodou. Mezi jeji nejvétsi vyhody patii bezesporu moznost studovat
nehomogenni materialy, a to ve velmi malych objemech, coz je vitano hlavné v oblasti
mikrobiologie. Daphne W. a spol. se zabyvali studiem deformace a toku biologickych
materiali a k ur€eni odrazu regionalnich zmén ve struktuie a fyziologii buiiky. V této praci
pouzivali jak pasivni tak také aktivni metody mikroreologie, Kkterou nazvali
bio - mikroreologie. U termického zptGsobu byl jako sonda vybran fluorescentni
polystyreno priméru 100 nm s karboxylovanym povrchem, kdy dand sonda byla do buiky
zaclenéna pomoci mikroinjekce. Dynamika pohybujici se ¢astice uvnitt bunky byla studovana
nahravanim 20 s videa s 30 obrazky za sekundu. Pohyb ¢astic byl zachycen v nanometrovém
rozliSeni ve specidlnim programu MATLAB. 7.0. Cilem této studie bylo pozorovat chovani
sond v biologickém prostiedi a nastavit jakysi zaklad pro uzivani dané metody a interpretaci
dat. Dale se zabyvali také problematikou zacleniovani ¢astic do buriky a interakce Castice
S vnitinim prostiedim buiky. Bio - mikroreologie se stala velice rychle se rozvijejici védou,
jelikoz poskytuje potencial k lepSimu porozuméni bunécné fyziologie a pro pozd¢jsi vyuziti,

napiiklad k monitorovani G¢inkt nosicu lé¢iv do specifickych bunek [36].

Mikroreologii bunék se ve své studii zabyvali také Hyungsuk L. a spol., kteti se konkrétné
zamé&fili na bunéfny cytoskelet, hlavné pak na F -actin. Ackoli mechanické vlastnosti
F - actinové sité byly jiz znacn€ prozkoumavany, zdkladni mechanismus pro jeji elasticitu

neni jesté uplné jasny. V této studii byly rozvinuty jak aktivni tak pasivni mikroreologické
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techniky. U aktivniho pfistupu byla k manipulaci sondy pouzita opticka pinzeta. U pasivniho
ptistupu byl sledovan pohyb termicky pohybujicich se koloidli k odhadu frekven¢ni zavislosti
komplexu smykového modulu. Ac¢koli aktivni i pasivni metody vykazovaly podobné vysledky
za nizkého napéti, sit’ F-actinu vystavena vysSimu napéti vykazovala nelinearni chovani

[37, 38].

Heinemann C. a spol. se =zabyvali studiem reologickych vlastnosti pfirodniho
biopolymeru - skrobu za pfitomnosti ¢astice y-dodecalactone, ktera indukuje proces
gelovaténi. Byl zde pozorovan bod gelovaténi. Pouzitou metodou se stala pasivni
mikroreologie a jako rozrusujici Castice, zaloZena na Brownové pohybu, zde byl zvolena
polystyrenova c&astice. Byla pozorovana Casova zavislost MSD polystyrenu zaclenéného
do systému Skrob/y-dodecalactone a po dobu 5 min., 15 min., 70 min a 23 hodin byla

zaznamenana do grafu [39].

Procesem gelovaténi se zabyval i Moschakis T. a spol., kdy sol-gel pfechod modelového
mlééného systému, ktery podstupuje gelaci acidifikaci, byl studovan klasickou reologii
a mikroreologii . Mikroreologické hodnoty modult byly jen slabé& nizsi nez makroskopicky
uré¢ené¢ hodnoty a body gelace u obou technik se velmi blizce shodovaly. Nicméné
mikroreologie jevila vyssi citlivost a moznost zachytit zmény ve struktufe systému diive, nez
je dokaze zaregistrovat bézny reometr. Mikroreologické metody bézné pouzivané k sol-gel
ptechodiim je difuzni vlnova spektroskopie (DWS). Sodium kaseinat byl zvolen jako protein
zpisobujici gelaci. K pozorovani je pouzivan konfokalni mikroskop, ¢astice: karboxylatove
modifikovany polystyren oznaceny fluoresceinem (d=0,5 um), PS oznaceny kiiklavé
cervenou (flesh red), (d = 0,21um a 0,89 um), PEG oznaceny rhodaminem B (d = 0,32 um).
Me¢éteni byla provadéna pti 20 °C. Pii méfeni na béZném reometru byl pozorovan nahly nartst
v G” case. Tento dobie definovatelny cCas (gel point) se ménil s koncentraci SC (sodium
caseinate). Jak se ocekavalo, G’ se stava vyrazné vétsi nez G'’, kdyz gelace postupuje. Bylo
pouzivano 20 - 40 zaclenénych castic, aby se vyvarovalo interakcim mezi témito Casticemi

[40].

Dalsi skupina védct, mezi které patiil Cohen 1. a spol., si vybrala mikroreologii pro méteni
nékolika druht izraelského medu jako model vysoce viskézni Newtonské kapaliny.
U mikroreologie byly pouzity fluorescen¢ni karboxylové modifikované polystyrenové castice

(d =200 + 10 nm). Cilem této studie bylo také urcit teplotni a vlhkostni zavislost vybraného
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kvétového medu, odridy izraelského medu, srovnani ptirodniho a kaloricky redukovaného
medu. Tyto vysledky byly pak srovndvany s hodnotami ziskanymi opét klasickou reologii.
Naméifené zavislosti odpovidaly Arheniové rovnici, kdy viskozita exponencialné klesala
s teplotou. Arheniova aktiva¢ni energie a viskozita byly zavislé i na vlhkosti a bylo zjisténo,
ze zména vlhkosti o 1 % zpUsobuje stejné zmény jako zména teploty o 3,5 °C. Tato data byla
srovnatelna s diive publikovanymi hodnotami ziskanymi klasickou reologii medu z riznych
¢asti svéta. Ve vysledku bylo dokazano, ze reologie odpovida mikroreologii, jak bylo
ocekavano u Newtonskych kapalin. Kombinace klasické reologie a mikroreologie méla vést
k zlepSeni charakterizace reologie medu, stejné jako jinych vice komplexnich materiald.
Hlavnim cilem této studie bylo urcit teplotni a vlhkostni zavislost vybraného kvétového medu,

odrudy izraelského medu, srovnani ptirodniho a kaloricky redukovaného medu [41].

Touto metodou byly pozorovany také viskoelastické vlastnosti na mezifazovém rozhrani
kapalin. Z vysledku této studie je jasné, ze pro mezifazové rozhrani kapalin je potieba
mnohem vice experimentalnich a teoretickych poznatkii k vysvétleni, pro¢ smykova

povrchova mikroviskozita je mnohem mensi nez byla naméfena klasickou reologii [42, 43].

4 MATERIALY A METODY

4.1 Materialy

Hyaluronan HyActive My, = 73 kDa, CPN s.r.0., ¢islo $arze: 071207 - P1
HySilk M,,= 300 kDa, CPN s.r.o0., ¢islo Sarze: 160708 - E1
HySilk M,, = 750 kDa, CPN s.r.0., ¢islo $arze: 031007 — 8 - D1
Hyal. acid M,, = 1,46 MDa, CPN s.r.0. ¢islo Sarze: 071207 - P1

Castice Polystyrenové  castice (PS), velikost 1 um, Sigma - Aldrich
Cislo Sarze: 72938 - 5SML — F

Glycerol C3HgOs3, Cistota > 99,5 %, Sigma — Aldrich, ¢islo Sarze: 191612 - 1L
Rozpoustédla Mili-Q voda (Milipore Academic)
Silikonovy olej Certified viscosity reference standard, ¢islo Sarze: 09101
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4.2 Ptiprava vzorki

Byla piipravena glycerolova fada vzorkii o riznych hmotnostnich procentech glycerolu
ve vodé od 10 % do 80 %. Pro méfeni klasickou reologii bylo odebrano ptiblizn¢ 20 ml
od kazdého vzorku. Pro mikroreologické méteni byl odebran 1 ml vzorku a bylo ptidano
ptiblizné 10 pl (1 kapka) roztoku polystyrenovych ¢astic o velikosti 1 um. VSechny vzorky

byly promichany na vortexu.

Byla ptipravena hyaluronovd fada vzorkGi o riznych molekulovych hmotnostech
hyaluronanu se stejnou koncentraci 0,1 %. Byly pouzity molekulové hmotnosti 73 kDa,
300 kDa, 750 kDa, 1,46 MDa. Zasobni roztoky hyaluronanu byly ponechiny na michacce
do druhého dne. Celkovy objem kazdého zasobniho roztoku byl 30 ml. Bylo odebrano 20 ml
pro méteni klasickou rheologii. Byl odebran 1 ml vzorku pro mikroreologické méteni a bylo
k nému piidano 10 pul (1 kapka) roztoku polystyrenovych ¢astic o velikosti 1 um. Vzorky byly

promichény na vortexu.

Byla pfipravena koncentraéni fada hyaluronanu o Mw = 750 kDa v mili — Q vod¢. Byly
ptipraveny zasobni roztoky piislusného hyaluronanu o koncentraci c3=1¢g/l a c,=5g/l.

Nasledné byla ptipravena koncentra¢ni fada v rozsahu od 0,01% - 0,5%.

5.MERENI A VYHODNOCENI DAT

5.1 Megéfeni a vyhodnocovani pomoci mikroreologie

Meéfeni a vyhodnocovani dat pomoci mikroreologické metody je ponékud narocny
a zdlouhavy proces skladajici se z nékolika krokt. Zakladnimi pomickami pro zvladnuti
tohoto ukolu byly v mém piipadé klasicky opticky mikroskop znacky Nicon Eclipse €200,
barevna CCD kamera Canon EOS 550D, konvertor soubort ve formatu MOV na soubor AVI
se zachovanim co nejvys$i kvality obrazu, program VirtualDub pro Upravu videa, software
Imagel] pro obrazovou analyzu, MS Excel pro nasledné¢ vypocty a MrLab pro ziskani

viskozitnich a ztratovych moduli.
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Obrdazek 13: Opticky mikroskop Nicon Eclipse e200 a fotoaparat Canon EOS 550D [44, 45]

5.1.1 Ptiprava vzorkl pro mikroreologické méteni.

Vzorky byly namichany v laboratofi (viz. michani vzorki). Poté bylo 12 pl vzorku
aplikovano na podlozni sklicko a pfiklopeno sklickem krycim. Nésledovalo né¢kolika
minutové ustaleni vzorku podle potieby, aby nedochéazelo k pohybu celého vzorku, ale pouze
castic umisténych uvnitt. JelikoZ je tato metoda citlivd na jakykoliv pohyb (naptiklad
najemné drcnuti do stolu, na némz je umistén mikroskop, ¢i pohybu jinych osob
po laboratofi, zavirani policek ¢i tfiskani dvefi v okolnich laboratotfich), doba jeho ustaleni
mohla zabrat i del$i Casovy tUsek. Nasledné vSak nastaval problém vysychani daného vzorku.
Castice byly ve vyschlém vzorku mnohem pomalej§i a vypocitané vysledky pak ukazovaly
hodnoty viskozit jiné, nez ve skutecnosti byly. Tento problém byl vyfeSen aplikaci roztoku
silikonu po obvodu kryciho sklicka. Silikon je se vzorkem nemisitelny, nebo misitelny pouze
minimalné, proto nedochazi k ovlivitovani viskozity vzorku, ale pouze k zamezeni jeho

vyschnuti. Doba ustaleni vzorku pak mtize byt jakkoliv dlouha.

5.1.2 Ziznam videa

Ptipraveny vzorek byl vloZen pod mikroskop, a po dostate¢né dobé ustaleni byly Castice
nasviceny baterkou ze spodni ¢asti, aby byly ziskany svétlé body na tmavém pozadi, cozZ je
7adouci pro nasledné zpracovavani. Castice byly pozorovany pii Gtyficetindsobném zvétsen.
Poté byla natocena videa pohybu ¢astic ve vzorku. Pro kazdy vzorek byla pofizena minimalné
titi videa v riznych mistech vzorku. Ani tento krok se neobeSel bez problémi. Jiz pii

pozorovani mikroskopem byly viditelné¢ dvé rizné se pohybujici populace Castic, z nichz se
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nekteré pohybovaly zna¢né pomaleji, nebo prakticky vibec. V piipadé nepohyblivych ¢astic
se pravdépodobné jedna o cCastice, které ulpély na povrchu kryciho sklicka a neodrazi tak
viskozitni vlastnosti daného vzorku. Proto bylo pfi ziskdavani nahravek zaostfovano vzdy
na Castice pohyblivéjsi a lezici v nizsi vrstvé vzorku. Pro zamezeni ulpivani ¢astic na krycim
skli¢ku bylo provedeno nékolik kroku. Sklicka podlozni i kryci byla silanizovana, poté byla
otestovana sklicka plastova a také bylo vyvyseno kryci sklicko, aby vznikl vétsi prostor pro
vzorek. Zadny z téchto krok® vSak nezamezil ulpivani &astic na povrchu kryciho sklika.
V piipadé vyvyseného kryciho sklicka jsem po cCase zjistila, ze Castice, které ulpély
na povrchu, Casem sedimentuji, a proto je pak jednodussi zaméfit se na pohyblivé Castice,
které jsou zaclenény v polymerni siti vzorku a odrdzi tak jeho skute¢nou viskozitu.

Pro nasledné potieby byla ziskana pievodni hodnota pixelti na mikrometry pro pouzivany

fotoaparat.

5.1.3 Zpracovani videa

Ziskané video muselo byt nejdiive prevedeno z formatu MOV do formatu AVI, aby byla
mozna dal$i manipulace s videem. K tomu byl pouzit MOVtoAVI Convertor. Poté bylo video
dale upraveno v programu VirtualDub 1.9.11. kde musel byt nejdiive nastaven filtr v zalozce
Video — Filters s ndzvem null transform a poté byl vytvofen mensi vyfez videa se skupinkou
vybranych ¢astic pomoci funkce cropping. Takto upravené video bylo uloZeno opét

ve formatu AVIL.
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Obr. 14: Program pro zpracovani videa VirtualDub1.9.11

5.1.4 Analyza obrazu

Upravené a ofezané video bylo otevieno v programu Imagel, kde musely byt diive

nainstalovany specialni aktualizace pro sledovani ¢astic (particle tracking).

{ Imagel [ESREEN

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B ol|o|<|4|+[7nAla]02]® ¢14]a] | |~

Dev | Stk

Obr. 15: Program pro obrazovou analyzu ImageJ

Po otevieni videa, bylo nastaveno nésledovani jednotlivych ¢astic pomoci zalozky Plugins
— Particle Detector & Tracker — Particle Tracker. Pohyby ¢astic, které byly zaznamenany
softwarem, byly barevn¢é vykresleny ve formé¢ trajektorii. Po oznaceni mohla byt kazda

z trajektrorii viditelna detailné.
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Obr. 16. Ukdzka vizualizace trajektorii v programu ImageJ

Nasledné byly ziskdny hodnoty posunu kazdé castice ve sméru osy X a 0Sy Yy, pomoci

tabulky Results a zalozky Trajectories info. Tyto hodnoty byly exportovany do MS Excel.

515 Vypodty v MS Excel

Exportované hodnoty posunu ¢astice vSak byly v pixelech, proto musely byt pfevedeny
pomoci pfevodniho ¢isla ziskaného dfive pomoci sklicka s natiSténymi pfimkami piesné
velikosti v um, na hodnoty posunu v jednotkach pm. Poté byly pomoci rovnice 8 vypocitany
hodnoty MSD pro skupinu 17 ¢astic. Byl vynesen graf primérné hodnoty MSD téchto 17
¢astic na Case. Byla vytvofena spojnice trendu vychazejici z bodu [0;0], zobrazena rovnice
v grafu a hodnota spolehlivosti. Z rovnice grafu byla ziskana hodnota dosazena do rovnice 9

a 10 a byla vypocitana hodnota viskozity pro dany vzorek.

5.1.6  Vypocet modulti pomoci MrLab

MicrorheologyLab (MrLab) je americky software pro ziskdni nejen elastického
a viskozitniho modulu, ale také plno dalSich dopliiujicich informaci. Zde nastal problém hned
na pocatku pokusu, jelikoz program odmital fungovat na kterémkoli po¢itadi. Resenim byl
americky pocita¢, ktery byl pofizen k jinému druhu méfeni. Zde jiz ze zahadnych davodi
software konecné¢ funguje. Vstupnimi daty pro ziskani jednotlivych modulii jsou hodnoty
posunil ¢astice ve sméru osy X a Yy opét pfevedené na jednotky um. Program pak vytvori

zavislost elastického a ztratového modulu na frekvenci.
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5.2 Mg¢feni klasickou reologii

Meéfeni viskozity pomoci klasické reologie bylo provadéno piistrojem AR - G2, od firmy
TA Instruments. Pfed samotnym méienim bylo vzdy nastaveno pétiminutové ustaleni vzorku
a temperace na 25 °C. Pro méteni byly pouzity dvé méfici soustavy. Na viskoznéjsi smési
obsahujici vy$$i podil glycerolu byl pouzit systém kuzel - deska s kuzelem C60mm/1 °
(primér kuzele/thel zkoseni). Pro méné viskozni vzorky byla pouzita soustava souosych
dvouvalct (double gap). Byla pouzita metoda ustaleného stavu (Steady state), coz je metoda
pro méteni tokovych vlastnosti. Kazdy bod viskézni kiivky byl méfen pro jedno urcité tecné
napéti tfikrat. V pribéhu kazdého opakovani nesméla odchylka piekrocit hranici 5 %
pramérné nameétené viskozity po dobu 10s. Maximalni doba méfeni jednoho bodu byla
omezena maximalnim casem, ktery byl nastaven na 3 minuty 10 sekund. Do dalsiho
vyhodnocovani byly brany pouze ty body, které dosdhly rovnovédhy pted dosazenim

maximalniho ¢asu. Celé méteni probihalo pfi teploté 25 °C.

Obr. 17: Reometr ARG2

5.3 Mg¢feni pomoci DLS

K uréovani viskozity pomoci DLS byl pouzit ZetaSizer Nano ZS, kde byl nastaven méfici
modul Size. M¢éfeni probihalo pfi 25 °C ve sklenéné kyveté. Do vzorku byly pfidany

mikroreologické PS castice o velikosti 1pm. Kazdy vzorek byl zméfen tiikrat. Z hodnoty
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velikosti castice, pak byla vypocitana viskozita daného vzorku pomoci rovnice 22. Byla

sledovéna také kontrola kvality méteni vzorku na zaklad¢é hodnoty polydisperzitniho indexu.

Obr. 18: Reometr ARG2 a ZetaSizer Nano ZS [46]

6.VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Glycerolova fada ve vodée

Pro potvrzeni spravnosti mikroreologickych metod byly stanoveny reologické vlastnosti
homogenni kapaliny — glycerolu a porovnany s tabelovanymi hodnotami. Méfeni bylo
provedeno pomoci jednocasticové mikroreologie (PTM), pomoci klasické makroreologie
a mikroreologické DLS metody. Méfeni kazdou metodou bylo provedeno tfikrat, nasledné
byla vypocitana primérna hodnota viskozity a uréeny chybové tisecky u jednotlivych vzorka.
Pouze v piipad¢ klasické makroreologie byly vzorky z ¢asovych divodd proméieny pouze

jednou. Vysledky méfeni a tabelované hodnoty jsou uvedeny v tabulce 1.
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Obr. 19: Zavislost MSD na case pro jednotliva objemova procenta glycerolu ve

vzorcich. Je zde viditelny rozdilny trend u vzorku obsahujici 80 % glycerolu.
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Obr. 20: Znazorneéni linedrnich trendii zavislosti MSD na case pro vzorky obsahujici

10 % - 60 % glycerolu.
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Obr. 21: Graf zndzornujici zavislost velikosti viskozity na obsahu glycerolu ve vzorku, méreno

metodou PTM
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Obr. 22: Graf znazornujici zavislost velikosti viskozity na obsahu glycerolu ve vzorku, méreno

metodou klasické reologie
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Obr. 23: Graf zndzornujici zavislost velikosti viskozity na obsahu glycerolu ve vzorku, méreno

metodou DLS

Tabulka 1: Naméfené a tabelované hodnoty viskozit

HMOTNOSTNI PROCENTA GLYCEROLU VE VODE

10% 20% 40% 60% 80%

-~ TABEL.

m

é HODNODA 1,29 1,73 3,65 10,66 59,78
<> | VYSLEDKY KL.

g REOLOGIE 1,12 1,54 4,02 10,30 53,40

e

é MIKROREOLOGIE | 2,07 +0,50 | 2,36 £ 0,70 | 3,60+ 1,41 | 8,46+ 1,90 | 10,95 + 10,00
N

©)

X

g DLS 1,04 £0,02 | 1,40+ 0,05 | 2,5+0,02 | 7,36 £ 0,54 | 16,8 + 14,30

Obréazek 19 znazoriuje zavislost MSD na Case. Jiz na tomto grafu mizeme pozorovat

pokles gradientu zavislosti s rostoucim obsahem glycerolu ve vzorku. Pouze v ptipadé 80%

glycerolu mizeme pozorovat jistou anomalii ktera je pravdépodobné zptisobena piekro¢enim

39



viskozitniho limitu pro mikroreologické méfeni pii pouziti 1 um Castic. Pohyb ¢astic v takto
viskoznim vzorku je jiz velmi zbrzdény a ziskané trajektorie jsou velmi nejednoznacné.
Resenim této situace by mohly byt &astice o mensim poloméru, nebo pouziti vn&jsi sily
k pohybu c¢astic, tedy aktivni mikroreologie. Na obrazku 19 miuZzeme vidét narust viskozit
S rostoucim hmotnostnim obsahem glycerolu ve vodé spojen sklesajicim se trendem
zavislosti MSD na case. Zde také mizeme vidét velky odskok 80% glycerolu, ktery
nenasleduje trend ostatnich vzorkid. Stejnd tendence se projevuje na obrazcich 21, 22 a 23.

Tento narust sledujeme u vSech pouzitych metod.

V tabulce 1 vidime vSak také jisté odchylky od tabelovanych hodnot. Ve vétSin€ ptipada
jsou vykyvy vSak velmi malé a ptipadné nepiesnosti mohly byt zpiisobeny hlavné vlivem
okolnich podminek, kdy pii mikroreologii nemuselo dojit k plnému ustaleni vzorku, c¢i
mohlo dojit k nepatrnému pohybu mikroskopu, ktery na prvni pohled neni vidét, na
vysledcich se vSak projevi. V tabulce je také patrna opravdu velmi nizka hodnota viskozity
pro piipad vzorku s 80% obsahem glycerolu u mikroreologického méteni. Tento vzorek
nedosdhl ani po opakovaném meéfeni uspokojujici hodnoty viskozity, ktera by byla
srovnatelna s tabelovanou hodnotou. Tento fakt je pravdépodobné vysvétlitelny jiz vysokou
viskozitou 80% glycerolu ve vzorku. Jednocasticovda mikroreologie je metoda urcena pro
méfeni viskoelastickych vlastnosti materialii S niz§imi hodnotami viskozit. 80% vzorek se
tedy pravdépodobné jiz vyskytuje na hranici ¢i spiSe za hranici meéfitelnosti této metody.
V ptipad€ viskozit urenych pomoci DLS, doSlo k vétSi odchylce opét pouze u 80%

glycerolu, coZ mohlo byt taktéZ zptsobeno jiZ vysokou viskozitou vzorku.
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Porovnani viskozitniho a elastického modult ziskanych klasickou reologii a mikroreologii

pomoci softwaru MrLab
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Obr. 24: Zavislost viskozitniho a ztratového modulu na frekvenci pro 40% obsah

glycerolu ve vodé ziskano pomoci programu MrLab
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Obr. 25: Zavislost viskozitniho a ztratového modulu na frekvenci pro 40% obsah

glycerolu ve vode ziskano pomoci klasické reologie
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V obou téchto grafech (obr. 24 a 25) je patrny rostouci trend hodnoty obou modula
s rostouci hodnotou frekvence. Mnohem vysSich hodnot nabyva viskozitni modul oznaceny
zelenou barvou, nez modul elasticky, coz znamena, ze ve vzorku prevysSuje viskdzni charakter
nad elastickycm. Kviili své nizké viskozité se vzorek také nachazi na hranici méfitelnosti pro

ucely urceni téchto dvou moduli. Elasticka slozka se zde totiz prakticky nevyskytuje.

6.2 Rada hyaluronanu o stejné koncentraci s riiznymi molekulovymi hmotnostmi

Jednocasticovd mikroreologie
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g
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Obr. 26: Zavislost prumeérnych hodnot MSD na case pro rizné molekulové hmotnosti

hyaluronanu ve vodeé
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Obr. 27: Hodnoty viskozity pro jednotlivé molekulové hmotnosti hyaluronanu metodou PTM
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Obr. 28: Hodnoty viskozity pro jednotlivé molekulové hmotnosti hyaluronanu metodou

klasické reologie
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Obr. 29: Hodnoty viskozity pro jednotlivé molekulové hmotnosti hyaluronanu

metodou DLS

Tabulka 2: Srovnani viskozit rtiznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu ziskanych

riznymi metodami

MOLEKULOVA RADA HYALURONANU VE VODE

73 kDa 300 kDa 750 kDa 1,46 MDa

o VYSLEDKY KL.

g REOLOGIE 1,50 2,84 9,085 27,12
[aX

E

|<£ MIKROREOLOGIE 3,4+1,30 5,70+2,03 | 12,85 +£2,70 | 24,48 + 1,87
N

©)

X

% DLS 1,46 0,41 [4,65+1,07| 8,92+1,09 | 7,12+2,55

Obrazek 26 znazoriuje klesajici gradient zavislosti MSD na Case s rostouci molekulovou

hmotnosti hyaluronanu ve vzorcich a s konstantni koncentraci 0,1 %. Jiz tento trend
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naznacuje, Ze dochazi k postupnému snizovani hodnoty viskozity, které pak muzeme
pozorovat i na obrazcich 27, 28 a 29 v zavislosti na Case. Opét byla ziskana priimérna hodnota
viskozity kazdého vzorku ze tii opakovani a byly vytvofeny chybové usecky. Jedina
vyznamna odchylka nastala v ptipadé¢ vzorku obsahujiciho 1,46 MDa hyaluronan. Byla zde
naméfena velmi nizka hodnota viskozity, ktera ani vzdalen¢ neodpovida hodnotam ziskanym
ostatnimi metodami. Odchylka mohla zptsobena vyssi hodnotou viskozity, pravdépodobné;ji
vsak tuto anomalii zplisobila nevhodnd velikost vlozenych castic. 1um ¢astice byly v tomto
piipad¢ pftili§ veliké na to, aby vykazovaly pfesné vysledky. Tento jev byl vypozorovan
vyznamnym zvySenim hodnoty polydisperzitniho indexu (viz. Pfiloha 2). Samotny piistroj
pak také upozoriioval na chybu nastavajici ve vysledcich, jelikoZ se jednalo o méfeni, kde byl

prekrocen velikostni limit ¢astic.

V tabulce 2 jsou zobrazeny hodnoty viskozit pro jednotlivé vzorky pfislusici jednotlivym
métfenim. Nejveétsi rozdil mizeme vidét v piipad€ vzorku obsahujici nejvyssi molekulovou
hmotnost hyaluronanu nameétené metodou DLS.

6.3 Koncentra¢ni fada hyaluronanu (750 kDa)

Jenocasticova mikroreologie
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Obr. 30: Hodnoty viskozity pro jednotlivé koncentrace hyaluronanu metodou PTM

45



Klasicka reologie

DLS

35,0

30,0 -

25,0 -

N

o

o
1

15,0 -

Viskozita (mPa . s1)

10,0 -

5,0 -

0,0 T T T T
0,01% 0,05% 0,10% 0,30% 0,50%
Koncentrace hyaluronanu

Obr. 31: Hodnoty viskozity pro jednotlivé koncentrace hyaluronanu ziskané klasickou

reologii
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Obr. 32: Hodnoty viskozity pro jednotlivé koncentrace hyaluronanu ziskané pomoci

DLS
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Tabulka 3: Srovnani viskozit riznych koncentraci hyaluronanu ziskanych riznymi metodami

KONCENTRACNI RADA HYALURONANU VE VODE
0,01% 0,05% 0,10% 0,30% 0.50%
<> | VYSLEDKY KL.
ﬁ REOLOGIE 0,86 3,10 5,60 11,50 29,00
(a
S
|<_t MIKROREOLOGIE | 3,34+ 1,20 |5,50+2,118,99 +1,07 | 16,04 + 050 | 24,00+ 5,19
N
2
g DLS 1,43+0,14 [3,62+0,19| 8,09+ 037 | 16,30+ 1,59 | 28,60 + 4,36

Pro piipad koncentra¢ni fady byl vybran hyaluronan o molekulové hmotnosti 750 kDa,
jelikoz byla u vSech metod ovéfena dobra méfitelnost této molekulové hmotnosti.
Koncentraéni rozsah byl zvolen od 0,01 % do 0,5 %. Pro vyssi koncentrace by mohlo jiz
dochéazet ke Spatné meéfitelnosti, zpisobené vysokou viskozitou vzorku a nasledné nizkou
pohyblivosti ¢astic. V tomto ptipadé nedoslo ke vzniku Zzadné vyznamné odchylky, ani
v piipadé vzorku s nejvyssi koncentraci hyaluronanu. VSechny vzorky vykazovaly s rostouci

koncentraci zvysujici se hodnotu viskozity, jak bylo o¢ekavano.

V tabulce 3 jsou vypsany konkrétni hodnoty viskozit namétené jednotlivymi metodami
spolu s chybovymi useckami, které byly ziskany opakovanim experimentu. Nejvyssi odchylka
je vtomto pifipadé zaznamenana u vzorku s nejvyssi koncentraci hyaluronanu méfeného
metodou jednocasticové mikroreologie. O mélo mensi odchylka byla také pozorovana pro

stejny vzorek méteny metodou DLS.

6.4 Vyuzitelnost mikroreologie ve studiu biokoloidi

Biokoloid pochézi se slozeni dvou slov: bio, coZz zahrnuje ¢lovéka a ptirodu a ze slova
koloid. Koloidni soustavou oznaCujeme disperzni soustavu obsahujici ¢astice, které svou
velikosti spadaji do rozmezi 1nm az 1000 nm. Castice v tomto rozmezi udéluji danému
systému specifické vlastnosti. Pod pojmem biokoloidy si mizeme ptedstavit velké mnozstvi
biomaterialli od vnitiniho prostfedi bunék, pfes bilkoviny, proteiny, gely, télni tekutin az
roztoky biopolymeru a mnoho dal§ich. Pro méteni viskoelastickych vlastnosti miize byt

klasické reologie v mnoha ohledech nedostacujici. Casto nemtize byt splnén hlavni pozadavek
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reologie, a to na mnozstvi vzorku potfebného k méfeni. Velkou nevyhodou je také nutnost
homogenniho vzorku, coz v pfipadé¢ vyzkumu bunck neni viilbec mozné. Ve své diplomové
praci se zabyvam aplikaci pasivni mikroreologie ve studiu roztokt hyaluronanu. Z vysledka je
patrné, ze tato metoda je vhodnd pro méieni biopolymera s nizsi viskozitou, jelikoz energie
Brownova pohybu neni postacujici pro naruSovani polymerni sit€¢ visk6znéjSich vzorki.
V tomto piipadé by vSak bylo pfijatelné vyuziti aktivni mikroreologické metody, kterad
pusobenim vnéjsi sily dodala vlozené ¢astici potifebnou energii. Druhou alternativou by bylo
pouziti menSich ¢astic u jednocasticové mikroreologie, které by mély ve viskdznéjSich

vzorcich vétsi pohyblivost nez pouzité 1um Castice.

Nejvetsi vyuziti nachazi pasivni mikroreologie ve studiu viskoelastickych vlastnosti bunék
a jejich struktury, pfevazné cytoplazmy, a jejich okoli [48]. A to ne pouze zdravych bunék, ale
také bunék rakovinovych. Vyznamnou roli hraje tato metoda také ve studiu télnich tekutin,
mezi které patii krev a krevni buiiky ¢i o¢ni tekutina. Pasivni metoda miize byt vyuzita pro
studium polymernich gelli, zejména pro pozorovani procesu gelovaténi [47]. Vyznamnym
bodem je také studium hydrohynamickych vlastnosti na mezifaizovém rozhrani dvou kapalin
¢i pevné latky a kapaliny [51]. AFM mikroreologickou metodou se provadi studium plicnich
bun¢k. Aktivni mikroreologie pak nasSla svou oblast vyuziti u vzorki, které jiz nevykazuji
linearni odezvu, jako jsou napftiklad koloidni roztoky vyskytujici se v blizkosti skelného

prechodu [49,50].

7.ZAVER

V této diplomové praci byla provéfena metoda pasivni mikroreologie. I pfes mnohé
prekazky, které nastavaly v priabéhu prace, se podafilo metodu uvézt do chodu. A to nejen
metoda jednoc¢asticové mikroreologie, ale také mikroreologie pomoci DLS byla provétena.
Vysledky obou pasivnich mikroreologickych postupli byly porovnany s vysledky uz dobie
znamé a léty provefené metody, klasické reologie. V ptipadé glycerolové fady byly vysledky
vSech metod porovnavany také s tabelovanymi hodnotami. Toto méfeni nam potvrdilo, Ze
vysledky ziskané metodou PTM 1 DLS jsou si velmi blizké a shoduji se velmi upokojivé
s hodnotami viskozit ziskanych klasickou reologii. VSechny tfi metody vykazovaly mirné
odchylky od tabelovanych hodnot, coZ mohlo byt samoziejmé zplsobeno vlivem vnéjSich
podminek, napiiklad nedosazenim piesné teploty 25 °C pii temperovani vzorku, ptipadné

pritomnosti drobnych necistot. Také zde byl potvrzen fakt, Ze metoda pasivni mikroreologie
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je vhodna pouze pro vzorky s mensi hodnotou viskozit. Vzorky s vysokym obsahem glycerolu
byly kvalitné zméfeny pouze na klasickém reometru. U této sady vzorki také bylo
demonstrovano meéfeni viskozitnitho a elastického modulu pro klasickou reologii a také
pomoci softwaru MrLab. I zde byla zaznamendna pomérné¢ uspokojujici shoda naméfenych

dat.

V druhém souboru vzorkll s riznymi molekulovymi hmotnostmi o stejné koncentraci
hyaluronanu bylo taktéz potvrzeno, ze vysledky ze vsech tii metod jsou s malymi odchylkami
shodné. Také zde se vSak projevil fakt, Zze viskozita vysokomolekularniho hyaluronanu byla

pii dané koncentraci na hranici méfitelnosti mikroreologickych metod.

I u koncentra¢ni fady hyaluronanu byly ziskany uspokojivé vysledky viskozit u vSech tii
metod. S rostouci viskozitou vSak byly ziskavany vétSinou vétsi hodnoty chybovych tsecek,

které naznacCovaly, ze se blizime ke krajni hranici pouzitelnosti pasivni mikroreologie.

Byly zde také zhodnoceny moznosti vyuziti téchto metod pfi studiu biokoloidl. Na zékladé
ziskanych vysledkt byla odvozena moznost vyuziti pasivni mikroreologie prevazné v ptipadé
mén¢ viskéznich vzork. U vzorkd vice viskéznich by bylo jiz vhodné vyuzit nékteré
s aktivnich mikroreologickych metod. Podle vysledkt literarni reSerze byla zmapovand oblast
vyuzitelnosti téchto metod. Cilem plisobnosti jsou pievazné biologické systémy, heterogenni

systémy riiznych typi ¢i systémy, u kterych neni mozno ziskat vét§i mnozstvi vzorku.
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9.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

MSD

DWS

DLS

AFM

PTM

TPM

CCD

G’

G

G*

TU

TE

PR

TV

VL

VA

PS

PEG

SC

Mean squared displacement
Diffusing wave spectroscopy
Diffusing light spectroscopy
Atomic force microscopy
Particle tracking microrheology
Two point microrheology
Coupled charge device
Elasticky modul

Viskozitni modul

Komplexni smykovy modul
sttedni volna délka drahy (mean free path length)
sirka vzorku

Tuha latka

Tekuté kapalina

Pruzna latka

Tvarna latka

Vl1aéna latka

Vazka kapalina

Polystyren

Polyetylenglykol

Sodium kaseinat
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11.PRILOHY

Ptiloha 1, Tabulka 1: Vyhody a nevyhody jednotlivych skupin mikroreologie

Metoda

Vyhody (+)

Nevyhody (-)

Aktivni mikroreologie

Frekvenéni rozsah 0,1 Hz - 100 kHz

limitovano ve vysokych frekvencich

Pasivni mikroreologie

niz$i cena

jednodussi zatizeni

limitovano pro tuhé materialy

v

bez nutnosti pouziti vngjsi sily

meéfeni je vZdy v linedrnim vizkoelastickém rezimu

N

nemuze dochazet ke zménam ve stukture materialu plisobenim vnéjsi sily

problém v nelinearnich systémech

Metoda Vyhody (+) Nevyhody (-)

poskytuje pohled do vnitini struktury a reologie okolniho prostredi pouze do 50 kHz

PTM neni limitovano casovym a prostorovym rozliSenim

YmEp z obtizné uréeni MSD vétsiho mnozstvi &astic

pozorovani pohybu jedné ¢astice dovoluje studium nehomogenit ve vzorku

TPM je nezavisla na chemii povrchu Castice i
moznost uréit reologické chovani inhomogennich materiall

AFM vhodné pro studiu tuhych materiélli s elastickym modulem v okoli 1 Gpa 3
MSD je ziskano pro vétsi soubor Castic ) _

DWS : neni moznost ziskat MSD pro jednotlivé ¢astice
vhodné i pro zakalené vzorky

DLS MSD je ziskano pro vétsi soubor ¢éstic nevhodné pro zakalené vzorky




Ptiloha 2

Tabulka 2: Hodnoty polydisperzitnich indexti u mé&feni glycerolové fady na DLS

POLYDISPERZITNI INDEX
Mili-Q 10% 20% 40% 60% 80%
Glyc. fada I 0,075 0,025 0,0105 0,084 0,12 0,34
Glyc. fada II 0,61 0,04 0,05 0,07 0,06 0,21
Glyc. fada 111 0,03 0,06 0,16 0,18 0,29 0,30

Tabulka 3: Hodnoty polydisperzitnich indexti u méfeni molekulové fady hyaluronanu (01 %)

na DLS
POLYDISPERZITNI INDEX
Mili-Q 73 kDa 300 kDa 750 kDa 1,46 MDa
Molekulové tada I 0,06 0,15 0,3 0,4 0,61
Molekulova fada 11 0,03 0,13 0,21 0,29 0,79
Molekulova fada II1 0,09 0,28 0,36 0,45 0,58
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Tabulka 4: Hodnoty polydisperzitnich indexti u méfeni koncentra¢ni fady hyaluronanu
(750 kDa) na DLS

POLYDISPERZITNI INDEX
Mili-Q 10% 20% 40% 60% 80%
Konc. fada | 0,08 0,29 0,36 0,31 0,22 0,56
Konc. fada Il 0,08 0,36 0,41 0,31 0,25 0,26
Konc. fada III 0,33 0,28 0,20 0,34 0,30 0,54
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