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ABSTRAKT

Cilem piedlozené dizertaéni prace bylo dikladné studium pasivnich mikroreologickych technik,
jakozto novych metod pro moznost charakterizace viskoelastickych vlastnosti latek, které
vykazuji jist¢é vyhody ¢i moznosti poskytnou dopiikové informace k dlouhodobé vyuzivané
klasické reologii. Z Siroké Skaly pasivnich metod byly béhem piipravy dizerta¢ni prace v praxi
zavedeny a vyuzity jednocasticova video - mikroreologie s vyhodnocenim pomoci IDL softwaru,
mikroreologie zaloZena na rozptylu svétla — DLS mikroreologie a FCS mikroreologie. Navic byl
také vytvoren skript v prostiedi Matlabu pro jednoduché vyhodnoceni viskozity vzorku z velmi
malého objemu. Aplikovatelnost téchto metoy byla zkoumdna u nejriznéjSich biokoloidnich
systémi jako jsou roztoky ¢i gely kyseliny hyauronové, ke studiu vlastnosti mezifdzovych
rozhrani ¢i studiu procesu gelace agarosovych gelt. Z velké ¢asti byly vysledky porovnavany a
s vysledky klasické reologie. Na zakladé ziskanych dat byla diskutovana moznost vyuzitelnosti
dané metody pro konkrétni systém, ¢i piipadna doporuceni pro budouci méfeni. Byly také
nastinény hlavni vyhody ¢i limity méfitelnosti jednolivymi technikami v porovnani s metodou

klasické reologie.

KLICOVA SLOVA

reologie, pasivni mikroreologie, viskoelasticita, biokoloidy



ABSTRACT

The main aim of the doctoral thesis was thorough study of passive microrheological techniques
as advanced methods for characterisation of viscoelastic properties of soft material. These
techniques are able to provide certain advantaged or additional information on classical rheology.
Several techniques from the wide range of passive microrheological group such as one particle
video — microrhelogy with IDL data procesing, microrheology based on light scattering — DLS or
FCS microrheology have been applied in practice during my PhD studies. New Matlab script has
been also invented to simply obtain information about viscosity of low volume samples.
Aplicability of techniques were studied on several various bicolloids such as solutions or gels of
hyaluronic acid, on study of properties at the interfaces or on gelation proces studies of agarose.
Obtained data were compared classical rheology results. Suitability of each technique for
investigated systems or appropriate reccomendations for further measurements were didcussed
based on obtained data. Main advantages and limites of passive microrheology techniques were

also described in comparison wih classical rheology method.
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1 UVOD

Reologie, jakozto véda zabyvajici se studiem viskdznich a elastickych vlastnosti materiali hraje
dulezitou roli v mnoha primyslovych oblastech. Charakterizace reologickych parametri kazdého
materidlu zdsadné¢ napomaha pii vyladéni jejich vlastnosti tak, aby byl pro dany ucel co nejlepsi.

Reologie nasla své uplatnéni v Siroké skale primyslovych oborl. V kosmetice je stanoveni
reologickych parametri vyuzivano napiiklad u pfipravy krémd, kde je velmi dilezita jejich
roztiratelnost. V potravinaistvi reologie pomaha sledovat zmény vlastnosti pii pfipravé pokrmi,
charakterizovat ideélni slozeni nékterych potravin pro jeho nejjednodussi davkovani z lahve ¢i
kelimku. Své vyuziti nasla reologie i v oborech jako jsou 1ékafstvi ¢i farmaceuticky primyslu pfi
vyrobé ¢i uzivani 1éku nebo charakterizaci viskoelastickych vlastnosti té€lnich tekutin jako je kev
¢i plazma.

Me¢ieni reologickych vlastnosti je jiz desitky let bézné provadéno pomoci takzvaného
reometru. V posledni dobé vSak vstoupila na reologické pole nova metoda, zvana mikroreologie,
nabizejici jisté vyhody oproti 1éty provétené klasické reologii. Jak jiZ nadzev napovida, hlavni
vyhodou je mnoztvi vzorku potifebné pro méteni. Mikroreologie je schopna urcit viskoelastické
vlastnosti materidlu z pouhé jedné kapky (10 ul) a je tedy mnohem vhodné&js$i k méteni
biologickych, téZce dostupnych ¢i velmi drahych materidlti. Mikroreologie vSak nepfedstavuje
pouze jednu jedinou metodu. Jedna se o celou skalu technik, pfi¢emz kazda z nich vykuzuje jisté
vyhody ¢i nevyhody a ke kazdému ucelu a materialu a miizeme vzdy vybrat tu nejvhodné;jsi.

Cilem této dizertacni prace je dukladné studium a zavedeni pasivnich mikroreologickych
metod na fakulté chemické. A dale jejich nasledna aplikace a studium moznosti vyuziti pro
koloidni systémy jako jsou polymerni roztoky, gely, ke studiu vlastnosti mezifazového rozhrani a

mnoha dalSich.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Zakladni principy mikroreologie

Zakladni princip metody zvané mikroreologie je zdanlivé velmi jednoduchy. Jedna se
0 zaclenéni drobnych castic do struktury zkoumaného materidlu, jak naznacuje schéma na
obrazku 1. Vyhodnocenim pohybu téchto sond v Case je pak mozné urcit vlastnosti daného
materialu.

Prvnim dilezitym bodem, u n€hoz je nutné se pozastavit, a ktery stoji za diskuzi, je zdroj
energie pohybu zaclenénych sond a jeho dopad na vyhodnocovani vlastnosti daného vzorku.
Podle zdroje pohybu rozdélujeme mikroreologii do dvou =zakladnich podskupin, a to
mikroreologii pasivni, vyuZzivajici pouze tepelného Brownova pohybu a mikroreologii aktivni,
ktera pouziva aktivni manipulaci ¢astic. Aktivni pfistup spodiva ve vyuziti 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 vnéjsi tlak, a tedy je

/ Iymi\

nutno pouzit pro méfeni externi silu [1].

Obr.1: Schéma pohybu zaclenéné Cdstice ve vzorku, kterym je v tomto pripade roztok polymeru

11



2.1.1 Hierarchie mikroreologickych metod

V pocatcich této prace je vhodné zaclenit mikroreologii do SirSiho kontextu, logicky nastinit jeji
hyerarchii, vymezit jednotlivé metodiky a vyjasnit zkratky, které se v literatufe i v naslednych
kapitolach velmi hojn¢ vyskytuji. Jednoduchy ptehled moznych metod, které jsou schopny

stanovovat viskoelastické vastnosti material se nachazi na nasledujicim obrazku (Obr. 2).

‘Reologické metody ‘

N

b

( Makroreologie | . o
‘ (klasicka) ‘ ‘ Mikroreologie ‘
"' Aktivni ‘ ‘ Pasivni ‘
mikroreologie mikroreologie
. Optlcké pinzeta * DWS (diffusing wave spectroscopy)
« Elektrické pole * DLS (dynamic light scattering)
. Magletické pole ¢ VPTM (video-based particle tracking microrheology)
* FCS (Fluorescence correlation spectroscopy)
PTM (OPM. MPT) TPM
(particle tracking microrheology) (two particle microrheology)

(one particle microrheology)
(multiple particle tracking microrheology)

Obr.2: Hierarchie reologickych metod

Jak jiz bylo zminovano v tvodu, spolecnym znakem a cilem celé skupiny reologickych metod
je méfeni viskoelastickych vlastnosti materiala. Tyto postupy mizeme rozd¢€lit na dvé zékladni
podjednotky, které se od sebe podstatné lisi, a to nejen mnozstvim vzorku potfebného k méfeni.
Prvni znich je jiz 1éta pouzivand a dobfe provéfend metoda zvand makroreologie, klasicka
reologie ¢i jednodusSe reologie, jelikoz se jednalo dlouhou dobu pouze o jedinou metodu ur¢enou
k t¢émto méfenim. Reometr, ktery je k tomuto tcelu vyuzivan, vklada na zkoumany vzorek napé&ti
¢i tlak asleduje jeho odezvu pomoci makroskopickych senzorti v podobé valct, desek nebo

kuzelt. Oproti tomu, mikroreologie vyuzivd pomocnych mikroskopickych ¢astic, které
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se zaclenuji do vzorku a na zakladé jejich pohybu v daném materialu je pak mozné urcit jeho
viskoelastické vlastnosti.

Nasledné rozdéleni mikroreologie souvisi se zdrojem pohybu zaclenénych castic. Pasivni
mikroreologie vyuziva pouze tepelnou energi pro takzvany Brownlv pohyb, ktera neni pftilis
velkd, a proto je tato metoda vhodnéj$i spiSe k méfeni jemnéjSich materidll. Pasivni
mikroreologii je mozné provadét s pouzitim néckolika postupti a pfistroji, znichz ty
nejzakladnéjsi jsou vyobrazeny ve schématu na obrazku 2 [2].

U aktivniho ptistupu, kdy jiz tepelna energie neni k pohybu c¢astic dostacujici, je Casticim
dodavana vngjsi energie. Typickym ptikladem je pouziti elektrického ¢i magnetického pole
k manipulaci ¢astic, které jsou k tomuto ucelu specialné ptizptisobené. Velmi popularni je pouziti
takzvané optické pinzety, kdy jsou ¢astice rozpohybovany pomoci laserového paprsku.

Prvni vyznamna stupina pasivni mikroreologie je oznacovana jako VPTM neboli ,,video-based
particle tracking microrheology*. Techniky spadajici do této skupiny jsou zaloZeny na nahravani
videa pohybu castic ve vzorku a jeho dal$im zpracovani. VSechny nasledné popsané metody
pracuji na stejném principu, avsak v literatufe se ¢sto popisuji pod riznymi terminy a zkratkami.
Sledovani kazdé castice ve vzorku oddélené je oznacovano jako PTM —,particle tracking
microrheology* nebo také OPM —,one particle microrheology” neboli jednoc¢asticova
mikroreologie. Dale se mlze v literatute objevit termin MPT — , multiple particle tracking*, ktery
je v podstaté totozny s jednocasticoviou mikroreologii. MPT vSak na prvni pohled naznacuje, Ze
konec¢na data jsou tvofena z desitek az stovek sledovanych ¢astic. Druhou metodou zaloZenou na
ziskavani videi pohybu je TPM — ,two particle microrheology* - dvoucasticova mikroreologie,
ktera sleduje kroskorela¢ni pohyb dvou castic. Detailnéji se kazdou z téchto metod budu zabyvat
Vv nasledujicich kapitolach [3,4,5].

Mikroreologické metody zaloZené na zaclenéni malych Castic a nasledném sledovani rozptylu
pusobiciho paprsku mizeme také zatradit mezi pasivni metody. Jedna se o DWS — ,,difusing wave
spectroscopy zalozené na vicenasobném rozptylu paprsku [6,7,8] a DLS —,,dynamic light
scattering®, kde se predpoklada pouze jednonasobny rozptyl zafeni [9,10]. U téchto metod je
mozné pracovat v mnohem vétSim rozsahu frekvenci ve srovnani s ostatnimi pasivnimi
mikroreologickymi metodami. Aplikaci pasivnich technik se zabyvam v této dizertacni praci,

a proto se budu zabyvat mnohem detailnéji 1 jejich teoretické podstate.
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2.2 Podstata pasivni mikroreologie

Jak uz bylo zminéno diive, zakladem pasivni mikroreologie je pohyb castic pouze na zékladé
tepelného Brownova pohybu. Typicka energie Brownova tepelného pohybu piedstavuje
soucin kgT. Ani odvétvi pasivni mikroreologic vSak neni tvofeno jedinym pfistupem, kterym
bychom byli schopni spokojené naméfit jakékoliv pozadované vzorky. Do této podskupiny
fadime jednocasticovou [11] a dvoucasticovou mikroreologii [12], coZz jsou nejbéznéjsi a
nejhojnéji pouzivané metody zvané také jako VPTM (video particle tracking microrheology). Na
zaklad¢ tepelného pohybu muizeme také stanovit vlastnosti materialu pouzitim DWS (Diffusing
wave spectroscopy) [13], DLS (diffusing light spectroscopy) [14] ¢i FCS (fluorescence
correlation spectroscopy). Kazdou ztéchto metod jsme schopni v zasadé urcit reologické
vlastnosti daného materidlu, avSak kazda z nich ma urcité prednosti ¢i nedostatky, ¢imz se stava

vhodnou pro jiny typ materialu s poZzadovanymi parametry [15].
2.2.1 Browniiv pohyb

Teorie Brownova pohybu je jednim ze zakladnich pilifd pasivni mikroroelogie. NejCastéji
pouzivany model slouzici k popisu ndhodného pohybu Eastic vyskytujicich se v roztoku byl
popsan Albertem Einsteinem Vv jeho dizertaéni praci zroku 1905. Charakterizaci tepelného
pohybu mohou byt odvozeny mechanické vlastnosti materialu, v némz se ¢astice pohybuji.
Fenomén Brownova pohybu se datuje jiz od dob, kdy byl vynalezen jeden z prvnich
mikroskopt. Tento jev nese nazev po botanikovi Robertu Brownovi, kterému je také ptisuzovan
jeho objev. Robert Brown pozoroval pohybujici se zrnka pylu ve vodé€, a aby se ujistil, Ze se
nejednd o zadné znamky zivota, ulozil pylovd zrnka na 11 mésict do alkoholu a dokazal, Ze
zrnka se po této dob¢ stale stejné pohybovala. Pozdéji se také ukazalo, Ze neni podstatny typ
materialu pohybujicich se ¢astic, ale ze hlavni podminkou k pohybu je jejich velikost [16]. Ani

pfes tyto poznatky Robert Brown nebyl schopen vysvétlit zahadu tohoto pohybu.
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Obr.3: Pohybujici se castice obklopena molekulami vody [17,18]

Dalsi pokrok tykajici se Brownova pohybu byl zaznamenan az po formulaci kinetické teorie

plynt. Existovalo nékolik charakteristik Brownova pohybu, které byly vypozorovany [19]:

Castice se mohou pohybovat p¥imodaie, ale mohou také rotovat. Oba typy pohybu jsou
zcela nepravidelné.

Pohyby jednotlivych ¢astic jsou na sobé nezavislé.

Cim jsou ¢astice mensi, tim je jejich pohyb rychlejsi.
Charakter pohybu nezavisi na chemickém sloZeni ¢astic.
Cim je kapalina méné viskozni, tim je pohyb &astic rychlejsi.
Za vyssich teplot je pohyb rychlejsi.

Pokud je zabranéno vysychani vzorku, pohyb ¢astic neustava.
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Bylo odvozeno nékolik teorii k popisu Brownova pohybu naptiklad Marianem
Smoluchowskim ¢i Louisem Bachelierem. Az Albert Einstein vSak byl schopen poskytnout
kompletn€j$i matematicky popis tohoto jevu. Piedpokladal, ze vlivem tepelného pohybu se
molekuly v roztoku neustéle srazeji, pficemz smér a sila téchto srazek jsou zcela nahodné, diky
c¢emuz je i okamzita poloha ¢astice ndhodné. Své soustfedéni zaméfil na primérny pohyb velkého
poctu ¢astic a potvrdil, Ze se jednd o ndhodny proces charakterizovany difuzni konstantou, ktera
zavisi na parametrech, jako je Avogadrovo ¢islo, absolutni teplota, velikost ¢astice ¢i viskozita
roztoku. Experimentélni potvrzeni Einsteinovy teorie a tedy potvrzeni existence atomu pftinesl
Jean Perrin praci, za kterou obdrzel Nobelovu cenu v roce 1926. V zavéru bylo tedy vysvétleno
a dokazano, ze vlivem tepelného pohybu se molekuly v roztoku neustale srazeji, pticemz smér

a sila téchto srazek jsou zcela ndhodné, diky ¢emuz je 1 okamzita poloha ¢éstice ndhodna.
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Obr.4: Originalni kresba Jeana Perrina ukazujici polohu castice zaznamenanou kazdych deset
sekund [20]
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2.2.2 Einsteinova teorie Brownova pohybu

Einsteinova teorie se skladd ze dvou zakladnich Casti. Prvni oddil formuluje difuzni rovnici
Brownovy c¢astice, kde difuzni koeficient souvisi S MSD (,,mean squared dispalcement™ neboli
sttedni kvadratickou hodnotou posunu) pohybujicich se ¢astic. Druha ¢ast teorie vztahuje difuzni
koeficient k méfitelnym fyzikalnim veli¢inam (velikost Castice, Avogadrovo ¢islo). Prvnim
Einsteinovym cilem bylo urcit, jak dalece se ¢astice pohybuji v daném casovém intervalu. Tuto
vzdélenost neni mozno urcit pomoci klasické mechaniky, kvili velkému poctu srazek, které
¢astice behem daného Casového intervalu podstoupi. Einstein uvazoval kolektivni pohyb céstic
a prokazal platnost difuzni rovnice pro hustotu p (x,?) Castic v bod¢ x a Case t:

op o°p

= =D-%,

ot OX

kde D je difuzni koeficient. Za ptedpokladu, Ze vSechny Castice maji stejny pocateéni ¢as t =0,

(1)

muze byt stanoveno feSeni difuzni rovnice jako:

Po _x2/4Dt
X,1)=————¢e , 2
Al )(M£W“ @)

pro prvni mocninu je X vyruseno, jelikoZ se ¢astice pohybuje do vSech smérti rovnomérné. Druha

mocnina je dana vztahem:

x? = 4Dt 3)
kde horizontalni Cara naznacuje, Ze se jednd o primérnou hodnotu. Na zéklad¢ této rovnice
Einstein potvrdil, Ze MSD neni imérny ¢asu, ale jeho druhé mocning.

Druha cast Einsteinovy teorie vztahuje difuzni koeficient k fyzikalnim veli¢inam jako MSD
vV daném cCasovém intervalu. Experimentalné¢ je mozno zjistit Avogadrovo Cislo €1 velikost
Castice. Einstein analyzoval dynamickou rovnovahu ustanovenou mezi dvéma silami pasobicimi
proti sobé a zjistil, ze kone¢ny vysledek nezavisi na druhu puasobicich sil. Primarné pracoval
s osmotickym tlakem a ndzornym piikladem je uvaZovani ¢astice zaclenéné ve viskdzni kapaliné
v gravitaénim poli. Céstice jsou usazovany gravitaci rychlosti v = mgu, kde m je hmotnost
Castice, g je gravitacni zrychleni a u je mobilita ¢astice. Ze Stokesovy teorie je mozno vypocitat

danou mobilitu jako

H=— (4)
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kde 7 je viskozita kapaliny a a znazoriuje velikost Castice. Na druhé stran¢ zplsobuje difuze
pohyb castic z oblasti vétsi koncentrace do oblasti s mensi koncentraci latky. V kone¢ném stavu

dynamické rovnovahy jsou ¢astice rozdéleny podle barometrické distribuce:

—-mgh/kgT

P =pPo (5)

kde p —p, je rozdil v hustoté Castic oddélenych od sebe vySkovym rozdilem h, kg je
Boltzmanova konstanta a T je absolutni teplota. Dynamicka rovnovaha je ustanovena pusobenim

vlivu gravitace ¢astic a jejich protichtidné difuze. Tento tok je dan Fickovym zékonem:

dc
J=-D—, 6
dh (6)
kde ] = pv a zavedenim vztahu pro p, mize byt predesly vztah definovan jako:
Dmg
T kT ")
B

Ve stavu dynamické rovnovahy musi byt rychlost také rovna v = umg. Je zfetelné, Ze oba
vztahy pro vypocet rychlosti jsou umérné souc¢inu m-g, coz odrazi fakt, Ze odvozeni je nezavislé

na typu uvazovanych sil. Porovnanim dvou typt vyjadieni ziskame vztah pro difuzivitu [21].

X T RT
—=D=ukBT=—”R = (8)
2t N  6zmrN
Konec¢na rovnice miize byt vyjadiena jako:
N 6mr

a ziskala nazev Stokes-Einsteinova.
2.3 Jednocasticova mikroreologie

Jednocasticova mikroreologie je jednou ze stézejnich mikroreologickych metod. Az stovky castic
o velikosti pfiblizn¢ jednoho mikrometru mohou byt sledovany pomoci videomikroreologie.
Tento pfistup poskytuje piimou vizualizaci moznych nehomogenit pfitomnych ve vzorku
sledovanim jednotlivych Castic. Stejn¢ tak jsme ale schopni urcit vlastnosti vzorku jako celku
zprumérovanim pohybu téchto ¢astic [22].

Princip této techniky spociva ve sledovani a vyhodnocovani trajektorii ¢astic oddélené.
Dynamika jejich pohybu je popsana v ¢ase pomoci korela¢ni funkce, ktera je také znama jako

mean squared dispalcement (MSD = (Ax?(t)) a je definovana jako:
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(A () = (x(t+7) - O ) (10)

kde x je d-rozmérna pozice castice, t je Casovy interval a zavorky naznacuji, ze se jedna
0 prumérnou hodnotu v ¢ase. S konstantou umérnosti D, ktera je definovana jako diftizni

koeficient transla¢niho pohybu:

(AX?(t)) = 2dDt* (11)
kde a je casovy exponent.
100.00 -
’
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] cnovanmnil / e
5:-
= 1.00 4
z i
=
/ et
0.10 _: ...... Ll
0.01 B S
0.01 0.1 1 10

Cas(s)

Obr.5: Tvar MSD(t) pro pohyb castic v riizném prostredi [23,24]

V piipadé Cisté€ viskdznich latek neboli Newtonskych kapalin, mezi které patii voda ¢i glycerol,
je hodnota ¢asového exponentu rovna jedné, a zavislost MSD na Case je tedy linearni. V ptipadé,
ze je Casovy exponent roven nule, funkce MSD(t) vytvari platd, které je zptisobeno zaklinénim

zaClenénych ¢astic v elastickém mediu, a castice se tedy nepohybuji viibec. NejcastéjsSim typem
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chovani u béznych kapalin, je chovéani subdifizni. Jednd se o materialy viskoelastické, které
vykazuji komplexni odezvu na vlozené napéti. Mizeme tedy u nich zaznamenat jak chovani
elastické, tak viskozni a jejich Casovy exponent se pohybuje Vv rozmezi od nuly do jedné.
Specialni ptipad piedstavuje chovani superdifuzni, které¢ vSak musi byt podminéno plisobenim
vnéjsi energie pro pohyb zaclenéné Castice. Jednotlivé typy chovani jsou zndzornény na obrazku
5. Ke kazdému z téchto druhli pohybu vsak musime pfistupovat ve vyhodnocovani odlisSnym
zpusobem. Vratme se tedy nejprve k nejjednodussimu ptipadu a tim je chovani diftzni typické

pro viskozni latky.

= y s MSD
) 5 S ’ :
% *
~
S @ —) N O P —)
H 1
5 :1\ ." . .h‘ll'. rf ;
P e +
\‘_\:e \':: e L —_— \;
X t

Obr.6: Schéma tvorby MSD(t) pro viskozni latky [23]

Jak jiz bylo zminéno vySe, hodnota Casového koeficientu pro tento ptfipad je rovna jedné,
zrovnice (8) tedy muzeme jednoduSe odvodit diftzni koeficient pohybu c¢astice pouzitim
Einsteinova vztahu:

KT

D="2-, (12)

kde kg je Boltzmanova konstanta, T znaci termodynamickou teplotu, a f je frikéni koeficient.

Jelikoz jsou pro méfeni vyuzivany pouze sférické ¢astice, je frikéni koeficient dan Stokesovym

vztahem pro ¢astice s malym Reynoldsovym ¢islem f = 6mna , kde a je polomér Castice a 7 je

viskozita media. Celkova rovnice pro popis difizniho koeficientu ma tedy tvar [21,25,26]:
kg T

- 678

Toto jednoduché vyjadieni vSak neni mozno pouzit u vzorki komplexnich, kde se Casovy

D

(13)

exponent pohybuje Vv intervalu od nuly do jedné. Zavislost stfedni hodnoty posunu na ¢ase pak

neni linedrni a vyuziti Stokes-Einsteinova zdkona je tedy nemozné. V tomto piipad¢ je tfeba
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pfistoupit k charakterizaci materiali pomoci komplexniho modulu G*, ktery se skldda z realné
a imaginarni slozky charakterizujici elasticky a viskdzni modul:
G =G+iG” (14)

Elasticky ¢i také ztratovy modul G vyjadiuje energii ulozenou v materialu béhem napét'ového
cyklu, zatimco viskozitni modul G™ sdé€luje ztratu energie béhem tohoto cyklu. Odvozeni
frekvencné zéavislého komplexniho modulu z ¢asové funkce stfedni hodnoty posunu neni
jednoducha zalezitost a je zaloZena na zobecnéném Stokes-Einsteinové vztahu (GSE) [27].
Otazkou zustava, jak prevést funkci stfedni hodnoty posunu castice z fluktua¢niho spektra
mikroreologickych experimentti na frekvenéné zavisly komplexni modul. V literatuie je uvedena
celd fada rliznych metod pro vypocet této transformace. Muzeme ji zaradit do dobfe znamé
matematické tfidy takzvanych inverznich problému, které maji stejné zakladni rysy s klasickymi
technikami jako Fourierova transformace [28].

GSE byla ptivodné navrzena na zakladé analyzy termalné fluktuac¢niho spektra kulovitych sond
[29]. Toto odvozeni bylo pozdéji postaveno na stabilnéjsi teoretické zaklady [30], jejichz
algebraickd forma se podoba klasické Stokes-Einsteinové rovnici, ackoliv nyni zahrnuje

Laplaceovu transformaci

D(s) = 2L (15)

6rasn; !
kde a je polomér &astice, 7js je Laplaceové transformovand, frekvenéné zavisla viskozita, D (s)
znaéi Laplaceové transformovany, frekvenéné zavisly difuzni koeficient a s je Laplaceova
frekvence. GSE aplikovana na koloidni roztoky je povaZovana za platnou v pfipadé, Ze setrvacné
sily Castice, setrvacné sily kapaliny a rezim podélné komprese tekutiny mohou byt zanedbany
vV daném frekvencnim rozsahu. Bylo dokadzano, ze efekt setrvacnych sil Castic mize byt

zanedbatelny v piipadé, Ze frekvence odpovida nerovnosti:

w<<(96(a))] , (16)

2a’p;
kde G(w) je frekvencné zavisly smykovy modul, a je polomér Castice a ps je hustota Castice. Tato
podminka zavadi horni frekvenéni limit méteni, v fddu 10 MHz u modelového systému, ktery
zahrnuje polystyrenové ¢astice o pruméru 0,2 pm v roztoku polyethylenoxidu.
Obdobné mulzeme charakterizovat zanedbatelnost setrvacnosti kapaliny, a to v ptipadé, Ze

frekvence odpovida nerovnosti:
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w << [,,2(2(&,)] : (17)
4a”py

| tato frekvence se pohybuje v fadech 10 MHz. Rezim podélné komprese se typicky pohybuje
v fadech 10 Hz v ptfipadé polymerniho materidlu, ktery ptedstavuje spodni frekvencni limit
méteni [30]. Na zakladé téchto podminek jsme pak schopni odvodit mozny frekvenéni interval
mikroreologického méfeni, ve kterém muzeme pouzit GSE u koloidnich roztokd. Z predchozich
odvozeni ziskame interval <10 - 10’ Hz>, ve kterém GSE piesn¢ urci hodnotu komplexniho
modulu [23],[31]. Tato frekvence je tedy mnohem vys§i nez maximalni frekvence, kterou jsme
schopni dosahnout pomoci klasické makroreologie, kde viskozni penetracni hloubka vede

ke vzniku setrva¢ného efektu jiz pii frekvenci ~ 50 Hz [21].
2.3.1 Metody inverze dat

Ackoliv by mély byt jednotlivé inverzni metody MSD(t) na G*(w) srovnatelné pro dobie
definovana MSD data, je velmi uzitecné porovnat také jednotlivé metody a jejich piipadné
vyhody ¢i nevyhody. Na nésledujicim obrazku je graficky zobrazeno zastoupeni tfi zédkladnich

inverznich metod pro ziskani komplexniho modulu dané¢ho materialu.

2. Numericka metoda S vyuzitim analytického pokracovani [11]

3. Masoniv numericky tvar [33]
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Obr.7: Schéma tri zakladnich metod inverze dat pro vypocet komplexniho modulu [34]

2.3.1.1 Metoda Fourierovy transformace

Jedna se o jednu z prvnich metod odvozenych pro vypocet komplexniho a néasledné viskdzniho a
elastického modulu z funkce MSD(t). Neni vsak jiz pfili§ vyuzivana, jelikoz je pro tuto techniku
zapotiebi ziskat data s Sirokym rozsahem frekvenci. Pro frekven¢né limitovana data, jak je tomu i
ve vétSing piipadd mikroreologickych méfeni, je upfednostiiovana numerickd metoda
s analytickou kontinualnosti [11]. Metoda Fourierovy transformace muze vyprodukovat data
s velkym obsahem Sumu a vysokofrekvencnimi vykyvy.

Pro popis této metody je nutné zavést novou veli¢inu - shodu o* (compliance), ktera je
definovana jako o* = a’'(w) + ia""(w) a je to funkce komplexni odezvy pro posun Castice ve
vzorku. Na zéklad¢ fluktuacné-disipacni teorie, PSD (power spectral density) souvisi
S imaginarni ¢asti a”"(®):

()= A2 () (18)
Za predpokladu, ze o’  je definovana v Sirokém frekvenénim intervalu, je mozno vyjadfit

realnou slozku a” funkce z Kramers-Kronigovych rovnic vyhodnocenim disperzniho integralu.
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o (@) = % PT gf‘:(ag)) de = %]ECOSa)tdtT o (C)sin(d)de  (19)

g 2
Nasledn¢ jsme schopni explicitné vypocitat elasticky a viskozni modul G'(w) a G"'(w).
Pismeno P ve vysSe uvedeném vztahu znaci hlavni hodnotu integralu. Konecny vyraz je tedy
roven postupné sinusové a kosinusové transformaci a’’(®), které jsou vyhodné provedeny pro
diskrétni datové body dlouhocasovych sérii. Standardni Frouriertiv postup miize byt pouzit
k hodnoceni jednotlivych PSD pro nésledné provedeni sinové a kosinové transformace. Vysledky
obou postuptit mohou byt upraveny bez vétSiho ovlivnéni vysledkl. V zdvéru se dostadvame

k odvozeni elastického G'(w) a viskézniho modulu G”'(®) z a*(®):

N -a’ (o)

G (a)) - 67ZR a,(a))g +a,,(a))2 ' (20)
N ! —a’ (o)

G (o) = 6/R o' (@) +a (@) 1)

2.3.1.2 Numerickd metoda s vyuZitim analytického pokracovini
Za ptedpokladu, ze komplexni kapalina miize byt brana jako izotropni, nestlacitelné kontinuum
v okoli ¢astice, jednostrannou Laplaceovou transformaci MSD(t) a GSE rovnic jsme schopni
uréit spektrum viskoelastické kapaliny G (s) jako:
kgT

G(S)Zm,

(22)

kde sje Laplaceova frekvence a kg je Boltzmanova konstanta. Tato rovnice je zaloZena na
zobecnéné Langevinové rovnici, kterd popisuje popis castic V kontinuu (pfi zanedbani
setrvacnosti ¢astic) a je v souladu s ekvipartici energii a fluktuacné-disipac¢ni teorii. Tato rovnice
je vsak také zalozena na predpokladu, ze takzvané ,,non-slip“ (neklouzavé) hrani¢ni podminky
viskéznich kapalin mohou byt zobecnény také pro viskoelastické kapaliny pro vSechny hodnoty
S. Jelikoz dany ptfedpoklad nemusi byt obecné pravdivy, je tato rovnice fenomenologicka.
Z hodnoty G(s) jsme pak schopni pomoci inverzni Laplaceovy transformace uréit modul
relaxace napéti G(t), ktery popisuje ¢asovy rozsah relaxace tlaku (stress) v materidlu k fixnimu
napéti po smykovém kroku [35]. Nasledné pak pomoci jednostranné Fourierovy transformace

ur¢ime frekvenéné zavisly komplexni modul [36]. Stejné tak zde je produkovano urcité mnozstvi
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Sumu, jelikoZ opét pouzivame Fourierovy a Laplaceovy transformace vyzadujici nekonecné velky

soubor dat, ktery nejsme schopni mikroreologickym métenim ziskat.

2.3.1.3 Masonity numericky tvar

Jelikoz mikroreologicka data jsou obecné charakterizovana pro konkrétni ¢asy v omezeném
Casovém intervalu, vypocty transformaci do frekvencni domény mohou zplsobit chyby ve
vyslednych frekven¢nich modulech. Na ptiklad, pro implementaci Laplaceovy transformace, je
mozné jednoduSe vybrat konkrétni frekvenci s, vynasobit <Ar’(t)> klesajici exponencialou
a integrovat v Case uzitim lichobéZznikového pravidla. Zatimco je tato metoda velmi pfesna
Vv intervalu frekvencnich extrémi, zavadi chybu pravé v blizkosti téchto extrému diky ofezdvani
souboru dat [36]. Podobna chyba v oblasti extrémd nastava také v piipadé Fourierovy
transformace. Abychom zabranili této chybé, miizeme odhadnout transformaci algebraicky
rozsifenim <Ar2(t)>, v mist¢ pozadované frekvence S, pouzitim mocninného zakona

a zachovanim hlavniho vyrazu [23]:

2 ~ 2 1 a(s)
(Ar (t)>~<Ar (J>(st) (23)

kde <Ar?(1/s)> je rozsah <Ar(t)> piit = 1/s a

d In(Ar?(t)
a(s) = —é ™ > (24)
t=1/s
je mocninny exponent popisujici logaritmicky sklon <Ar?(t)> pfi t=1/s. Pro tepelnd Fzené
Castice musi byt tento skon v rozsahu mezi 0 a 1. Hodnota exponentu 0 odpovida elastickému
uveéznéni ¢astice a hodnota 1 odpovidé difiznimu pohybu ¢astice ve viskdzni latce. Vyhodnoceni

Laplaceovy transformace mocninného zakonu vede k:
s(Ar’(s)) ~ (Ar*(1/s)I[L+a(s)] (25)

kde T je funkce gama. Toto vyjadieni predpoklada, ze ptispévek k transformacnimu integralu
Z chovéni (Ar?(t)) v ¢asech velmi se lisicich od 1/s mohou byt efektivng zanedbany. Substituci

kgT

m ziskame tvar:

do rovnice G(s) =

~ [ kBT -|
)~ ma(Ar® (©)C+(d In{Ar® () /d In@)] -
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kde gama funkce je dobie reprezentovana: I'[1+ a] = 0,457(1 + a)? — 1,36(1 + a) + 1,90 pro
dany rozsah a.

Analogické technika ve Fourierové doméné miize byt pouzita k ziskani vyhodnoceni G*(w).
Rozsitenim (Ar2(t)) v blizkosti t = 1/o ziskdme: (Ar?(t)) = (Ar?(1/w))(wt)*), kde o je

definovana stejn¢, jako v piedeslém piipadé. Pouziti Fourierovy transformace vede ke vztahu:

i0F,{(Ar2(D)} ~ (Ar? (i))l“[l + a(w)]i~%@),

ioFu {<Ar2 (t)>}z <Ar2&j>r[1+ a(w)i™ (27)

kT

Substituci do rovnice G * (w) = TaiwF, (A2 (0)}

a vyuzitim vysledkii Eulerovy rovnice ziskdme:

G (0)=|G" (w)|co{%(“’)j (28)
G (w) = |G*(w)|sin(%(w)j (29)
kde
kT

G'(0) ~ (30)

ﬂa<Ar2(i}j>F[1 +a(w)]

Pokud se castice pohybuji difuzné, o je rovna jedné a dominuje viskozni modul G''(w),
zatimco kdyz je Castice uvéznéna v elastické struktufe komplexni kapaliny, o je roven nule
a dominuje elasticky modul G'(w). V pfipadé, Zze se a blizi k nule ve velkém ¢asovém rozsahu,
hodnoceni pro pievladajici G'(w) bude excelentni, zatimco hodnoceni pro G"'(w) se bude
zhorSovat. Tento princip plati také obracené. Pokud a se bude bliZit k jedné ve velkém casovém
intervalu, hodnoceni pfevladajiciho G"'(w) bude vynikajici, zatimco hodnoceni pro G'(®) se bude
zhorSovat.

Metoda pouzivajici Masonliv numericky tvar je v soucCasné dobé nejpouzivanéjsi, jelikoz

poskytuje nejptesnéjsi transformaci dat s minimalni produkci nadbyte¢ného Sumu ve vysledcich.
2.4 Dvoudasticova mikroreologie

Do této chvile bylo diskutovano sledovani a vyhodnocovani pohybu zaclenénych sond jednotlivé

a pro ziskani reologickych vlastnosti materidlu jako celku se pfiklanéla ke zprimérovani
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jednotlivych funkeci posunu MSD(t) vSech c¢astic. Tento postup vSak mize byt v nékterych
ptipadech nedostacujici a zplisobit nepfenosti ve vysledném méfeni.

Prvnim dulezitym faktem, ktery si je tfeba uvédomit je skutecnost, ze vySe odvozené rovnice
pro jednocasticovou mikroreologii predpokladaji pievaznou homogenitu zkoumaného vzorku.
V praxi je mnozstvi zkoumanych, plné homogennich vzorki vSak jen menSina. Jaké nepfesnosti
tedy mohou nastat pouzitim jednocéasticové mikroreologie pro urceni viskoelastickych vlastnosti
nehomogenniho materialu? Ani tady nejsme schopni urcit jednozna¢nou odpoveéd’, do jaké miry
budou tato data zatizend chybou. VSe zavisi na mife nehomogenity a wvnitini struktuie
zkoumaného vzorku. Zalezi zde také na uhlu pohledu na danou problematiku. Dilezité je si
ujasnit, jestli chceme uréit reologické vlastnosti materialu jako celku, ¢i se chceme na dané

nehomogenity ve vzorku cilené zaméfit.

Obr.8: Schématicka situace, kdy castice jsou zaclenény v porech, a odrdzeji tedy vlastnosti pori
(rozpoustédla v porech) misto reologickych viastnosti celého materidlu [23]

Ptedstavme si situaci, kdy jsou castice zaclenény do heterogenniho poérovitého materidlu
(Obr. 8). Pravdépodobné dojde k uzavieni vétSiny sond v porech, coz zavisi samoziejmé na také
typu zkoumaného materidlu. Za ptedpokladu, ze zvolené Castice jsou mnohem mensi, nez je
velikost strukturnich ok materidlu, pak se tyto sondy pohybuji pouze v pérech materidlu, jak je
vidét na obrazku 8. Pfi vyhodnocovani pohybu kazdé castice zvlast (jednocasticova

mikroreologie) pak vyslednd funkce MSD(t) neodpovida vlastnostem dané¢ho heterogenniho
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materialu, ale pouze viskoelastickym vlastnostem port materidlu, tedy pravdépodobné
rozpoustédla.

Dalsi problém miize nastat pii Spatné volbé materialu pro pouzité sondy. NaSim cilem
samoziejm¢ je, aby nedochdzelo k zddnym interakcim mezi materidlem cCastice a okolnim
vzorkem. Jelikoz je samotny tepelny pohyb velmi nepatrny, mohly by tyto interakce velkou
mérou ovlivnit méfeni a zkreslit tak skutecné hodnoty vysledné pohybové funkce. Dilezity neni
samoziejmé jen material zaclenéné Castice, velmi podstatnou roli zde hraje také jejich velikost.
Vice k této problematice je uvedeno v kapitole 2.8 - Mikroreologické Castice a jejich spravny
vybér [10,37].

K ptekonani vSech téchto nevyhod, nejistot a problémi byla vytvofen nova
technika mikroreologickych méfeni zvana dvoucasticova mikroreologie — TPM (Two particle
microrehlogy). Na rozdil od klasické pasivni mikroreologie zde sledujeme kros-korela¢ni pohyb
dvou zaclenénych ¢astic ve vzorku. Tento pohyb neni ovlivnén velikosti nebo dokonce tvarem
castic a je také nezavisly na specifické interakci mezi povrchem ¢astice a okolnim prostiedim.
Mimo to, nepozorujeme velikost individualni sondy a, jako v pfipadé jednocasticové
mikroreologie, ale vzajemnou vzdalenost pozorované dvojice castic, r, ktera se pohybuje
vrozmezi 10— 100 mikrond. Tento narust vzdalenosti znamend, Ze technika je citliva na
heterogenity ve vzorku mens$im, neZ je vzijemna vzdalenost Castic, a tedy je mozno zméfit
reologii materialu jako celku, coz u jednoc¢asticové metody téchto heterogennich vzorkt nebylo
mozné. Sledovani sond na zakladé video nahravek je zejména velmi vhodna metoda pro uréovani
korelacniho pohybu vice ¢astic soucasné, jelikoz az nékolik stovek sond mize byt zobrazovano
zaroven. V typické TPM je mozno pozorovat zhruba stovky ¢astic po dobu az n¢kolika minut pro

ziskani dostateéného mnozstvi dat.
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Obr.9: Schéma dvoucdasticové mikroreologie

Vektor posunu pro individualni ¢astici je vypocitan jako funkce casového intervalu t
a absolutniho ¢asu t:

AT, (67) -1, (1), (31)
a tenzor primérné hodnoty souboru ¢astic vektoru posunu je vypocitan:

D, ,(r.t)={(arl (t,0)Ar) (t,0)5(r-RY @)))

)
i=],t

(32)

kde i a j oznacuje jednotlivé castice, a a S oznacuje jednotlivé soufadnice a Rij je vzdalenost

mezi ¢asticemi i aj.
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Obr.10: Schéma vzajemného pohybu dvou castic. V tomto zobrazeni je Drr kros-korelacni
funkce v radialnim sméru D,., = (Ar,(1)Ar, (7)), kterd je produktem posunu castic podél linie
spojujici castice o vzdalenosti R [23]

Dvoucasticova korelace mezi sondami v nestlacitelném kontinuu je vypocitdna uvazovanim
kazdé termalni Castice jako tlakového bodu a mapovanim ocekavané deformace pole. V krajnim
ptipadg, kdy vzdalenost ¢astic r je mnohem vétsi, nez je polomér castice a (r >> a), je deformace
vypoCitdna  vynasobenim jednocasticoveé MSD, ktera je predikovdna zobecnénou
Stokes-Einsteinovou reakci pro ziskani:

KgT

D,,(r,s):m,

(33)

kde Dy(r, s) je Laplaceova transformace D(r, t) a Dy(r, t) je kros-korelacni funkce
v radialnim sméru [3,33,38,39].
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2.5 DLS mikroreologie

Jiz od poc¢atku minulého stoleti byl zpozorovan vyznamny jev, pii styku svétla a 1atky vykazujici
lokalni nehomogenity, kdy dochazi ke znaénému rozptylu budiciho svétla. Tento fakt dal za
vznik mnoha hojné vyuzivanym metodam, mezi které patti i DLS (dynamic light scattering).
Rozptylové techniky v oblasti mikroreologie vyuzivaji koherentni monochromatické zafeni a
optické prvky k méfeni intenzity svétla rozptyleného piitomnou sondou, kdy castice s danou
velikosti jsou zaclenény v materialu o neznamych viskoelastickych vlastnostech [40]. DLS se
stala jednou z nejrozsifengjsich metod ve studiu nehomogenit v malych objemech vzorku. Ziskala
si tedy velice Siroké pole pusobnosti. Mezi nejhojnéji zkoumané materidly mizeme zatadit

napiiklad koloidni suspenze, gely ¢i polymerni smési [26].
2.5.1 Zakladni princip DLS mikroreologie

Mikroreologie pomoci DLS patii do skupiny pasivnich mikroreologickych technik, tedy vyuziva
pouze tepelné energie k pohybu méficich ¢astic. Tato metoda je schopna poskytnout jisté vyhody
pro vzorky snizkou viskozitou, transparentni a malo strukturované vzorky. Poskytuje Sir$i
frekvenéni rozsah v porovnani s klasickou jednocasticovou mikroreologii. Neni vSak vhodna pro

vzorky heterogenni a zakalené.

Cotky

Yzorek

PY [ ]

o . Detektor
® [ ]

Laser ﬁ““ —
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L J

o’
®

Rozptylené svétlo

Dekonvoluce Korela¢ni funkce

Obr.11: Schéma DLS [43]
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Dynamic light scattering (DLS), oznacovana také jako Photon correlation spectroscopy (PCS)
¢i Quasi-Elastic light scattering (QUELS) je bézné€ uzivana technika k méfeni velikosti Castic
suspendovanych v kapalném prostiedi, vétSinou v sub-mikrometrovém méfitku [43].

Funkce ACF znacena také jako gi(t), miize byt zapsana jako funkce MSD(t):

91(1) = g1 (0)exp[—q*(Ar?(1))/6], (34)

kde g1(0) je hodnota autokorela¢ni funkce v ¢ase t =0 a q je vektor rozptylu a je dan jako

4Ttn .

q= Tsm(g) (35)
kde n je index lomu zkoumaného materialu, 4 je vinova délka a @ je rozptylovy uhel. Korela¢ni
¢as 7 je vztazen k ¢asu t vztahem t = 2xt, pak ® = 1/1.

Mikroreologie pomoci DLS opét vyzaduje pfidani ¢astic o znamé velikosti do zkoumaného
vzorku k ziskani ACF rozptyleného svétla na cCasticich. Poté muze byt z rovnice (34) odvozen
vztah mezi MSD a ACF:

6
(Ar?()) = — [log(g:(0)) — log(g1(D))] (36)
Obecné plati, Ze vysokd pocatecni hodnota funkce ACF (nad 0,8) je ukazatelem skutecné
jednonasobného rozptylu svétla, coz je v tomto piipadé velmi Zadouci [51].

Viskoelasticky modul mtize byt ziskdn pomoci Fourierovy transformace MSD a nasledného

dosazeni do rovnice:

kT
maiw(Ar?(iw))

G (w) = (37)

Jelikoz je korelace dat vzdy rozlozena v Case a nehodi se pro klasickou metodu Fourierovy
transformace, metoda zaloZena na mocninném rozsifovani MSD muze byt pouzita misto rovnice
(36). Tento postup ziskavame komplexni modul algebraicky rozsifenim (Ar?(t)) lokalné v misté
t = 1/o pro dosazeni:

(Ar2 (1)) = (Ar?(1/w))(wt)*®) (38)
kde

__din{Ar? (b))
o dint t=1/w

a(w) (39)

je mocninny exponent popisujici logaritmickou smérnici (Ar?(t)) v ase t = 1/w.
Uziti Fourierovy transformace mocninné¢ho zakona MSD(t), substituci do rovnice (37) a uziti
Eulerovy rovnice vede k vyjadieni viskoelastického modulu v zavislosti na Frekvenci G,

elastického G’ a viskozniho modulu.
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kde

G'(w) = G*(w)cos[ra(w)/2] (40)

G’ (w) = G*(w)sin[ra(w)/2], (42)

kgT
na(Arz(%))F[1+a(w)]

G (w) =

(42)

I' zna¢i gama gunkci, kterd vyplyva z Fourierovy transformace mocninného zdkona MSD.

Komplexni viskozita pak mtize byt vypocitdna pomoci nasledujiciho vztahu:

(@) = \/ (6" ()2 +[6' ()12 43)

w?

2.5.2 Vyuzitelnost DLS mikroreologie

U vsech DLS méfeni je nutné se ujistit, ze zaclenéné ¢astice jsou praveé ty, na kterych bude

probihat rozptyl puasobiciho paprsku a Ze podminka jednonasobného rozptylu svétla bude

zachovana. Mohou byt také aplikovdna nckterd naslednd opatfeni, kterd zaruc¢i pozadavky na

kvalitu ziskanych dat. Mezi nejvyznamnéj$i patii aplikovani autokoleracni funkce. Jak jiz bylo

zminéno diive, hlavni roli v ziskani mikroreologickych dat hraje Stokes-Einsteinova rovnice.

Nicméné existuji ptipady, kdy se stava tento pfedpoklad neplatnym a ziskanad mikroreologicka

data jsou napadena chybou a tudiz nekoreluji s daty ziskanymi klasickou reologii [27]. Do této

skupiny spada:

Interakce mezi sondou a okolnim prostiedim. Kli¢ovou podminkou DLS
mikroreologickych experimentli minimalizace interakci castice-matrix, jelikoZ tyto
chemické ¢i fyzikalni interakce mohou ve zna¢né mife omezit pohyblivost sond a tim
zkreslit vysledny difuzni koeficient.

Vliv velikosti sond a heterogenita okolniho materialu. Zvolena velikost ¢astic pro DLS
méfeni muze mit zasadni vliv na vysledna reologicka data [44]. Obecné by velikost
¢astice méla prevySovat velikost strukturnich ok materialu, aby byly ziskany vlastnosti
materidlu jako celku. Sondy vSak nesmi byt tak velké, aby béhem doby experimentu
nedochazelo k jejich sedimentaci.

Agregace ¢i gelace systému v blizkosti bodu gelace. DLS je velmi vhodnou metodou ke

studiu procesti agregace ¢i gelace. Je vSak nutno mit na paméti, ze po prekroc¢eni bodu
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gelace se systém stava neergodickym, dochézi k rozptylu paprsku nejen na casticich, ale

také na vzniklych agregatech, coz zptisobuje nespolehlivost DLS méteni[43,45].
2.5.3 Vyhody a nevyhody DLS mikroreologie

Pro charakterizaci reologickych vlastnosti jemnych, komplexnich, transparentnich ¢i mirné
zakalenych materiald, poskytuje DLS mikroreologie nasledujici benefity:
e Méfeni vyzaduji relativné malé mnozstvi vzorku, které se pohybuje v rozmezi
0,5ml—1ml.
e DLS mikroreologie poskytuje Sirsi frekven¢ni rozsah ve srovnani s reologii klasickou.
e Doba trvani a vyhodnoceni DLS experimentli je mnohonasobné rychlej$i ve srovnani
s reologii klasickou ¢i VB-PTM.
e Pouziti DLS techniky umoziiuje pouziti niz8§i koncentrace sond, coz minimalizuje

pravdépodobnost interakci s okolnim prostiedim [46].
2.6 FCS mikroreologie
2.6.1 Zakladni princip FCS mikroreologie

FCS (fluorescence correlation spectroscopy) je metoda zalozena na monitorovani fluktuaci
intenzity fluorescence, ktera je zpusobena difuizi fluorescenc¢nich sond (naptiklad fluorescencné
zna¢ené mikro ¢i nanocastice) pres velmi maly pozorovany objem. Pomoci korela¢nich analyz
fluktuaci lze ziskat informace o difuznich koeficientech téchto sond, jejich koncentraci &1
vlastnostech okolniho prostiedi [49].

FCS je spektroskopicka metoda, kterd ma velky potencidl mimo jiné také k méfeni
viskoelastickych ~ vlastnosti ~ materidld, jako jedna  znejpokrocilejSich  pasivnich
mikroreologickych metod. FCS vyuZzivd konfokdlni mikroskopie ke sledovdni pohybu
fluorescenénich ¢astic zaclenénych ve vzorku femtolitrového objemu. Fluktuace fluorescenéniho
signalu mize byt kvantifikovana na zaklad¢ jeji délky a trvani na zaklad¢ intenzity nahravaného
signalu. Z tohoto signalu mohou byt stanoveny nejen veli¢iny jako efektivni difuzni koeficient,
relaxacni Cas, ale také naptiklad ¢asova funkce MSD pohybujicich se Castic.

FCS je schopna poskytnout urcité specifické vyhody oproti ostatnim mikroreologickym
pfistupim. Je schopna méfit lokalni reologické vlastnosti heterogennich vzorkl pozorovanim

velmi malych castic (cca 20 nm) ve fokalnim objemu. Jiné mikroreologické metody jako
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napiiklad DWS ¢i DLS nejsou schopny poskytnout takové prostorové rozliseni z diivodu velkého
objemu osvétlovaciho paprsku. Funkci MSD je mozné prevést na elastickou a viskozni odezvu
pomoci rovnic odvozenych Masonem a Wirtzem stejné jako u ostatnich mikroreologickych

metod [41,47,48].
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Obr.12: Schéma mérent viskoelastickych parametrii pomoci FCS

2.6.2 Vyhody a nevyhody FCS mikroreologie

FCS mikroreologie je nové se rozvijejici technikou v oblasti méfeni reologickych vlastnosti
material a v mnoha ohledech dokaze ptekonat ostatni reologické ¢i mikroreologické techniky.
Hlavnim pfinosem této metody je &asovy rozsah dat (cca od 107 s do 100 s). Maximalni hodnota
je dana dobou, kterou znaCena castice stravi v daném konfokéalnim objemu. Délka tohoto
intervalu je samoziejmé ovlivnéna jak velikosti ¢astice, tak okolni teplotou a v nemalé mife také
viskozitou prostiedi. Nespornou vyhodou je velmi malé mnozstvi vzorka potfebné pro meéteni
(max. 10 ul), coz usnadiuje méfeni biologickych, drahych a tézko dostupnych materiali.

Pomérné narocné je vSak zpracovani namétenych dat a v ramci nevyhod je tfeba také poukézat na
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pofizovaci cenu pfistroje, ktera je v porovnani s ostatnimi mikreologickymi metodami
mnohonasobn¢ vyssi.

FCS mikroreolgii 1ze bohuzel detekovat pouze specifické struktury, které vykazuji fluorescenci
¢1 byly fluorescenéné oznaceny. Nicméné¢ u mnoha biologickych vzorkli zptisobuje problém
pravé autofluorescence, kterou excitacni/emisni filtry pfistroje nejsou schopny zcela eliminovat
[52].

2.7 Rozsah pouzitelnosti a spravny vybér jednotlivych mikroreologickych metod

Mikroreologie, jakozto soubor nékolika pfistupti k urceni viskoelastickych vlastnosti materialti
ma také své limitace typické pro jednotlivé metody. Tato omezeni hraji kli¢ovou roli pii vybéru
vhodného postupu k charakterizaci pozadovaného materidlu. V této kapitole se zaméfuji na
zakladni a nejpouzivanéjsi techniky, kterymi jsou OPM (jednocasticova mikroreologie), TPM
(dvoucasticovd mikroreologie), DWS (diffusing wave spectroscopy), DLS (dynamic light
scattering) a klasickd reologie a jejich porovnani na zdkladé mnozstvi vzorku potfebného pro

meéfeni, dosazitelné¢ho frekvencniho rozsahu a charakteru vzorku.

2.71.1.1 MnoZstvi vzorku

Jak jiz bylo vvodu poznamenano, mikroreologie je unikatni metodou hlavné z hlediska
mnozstvi vzorku potfebného pro méfeni v porovnani s klasickou reologii, kde je potieba vétsiho
objemu vzorku. Pojem ,,velké” mnozstvi vzorku je dosti relativni, jedna se piiblizné o 5 mililitra,
které vSak mohou znamenat nedosazitelné mnozstvi napiiklad u biologickych vzorki ¢i finanéné
nedostupné u velmi drahych materidli. V tomto ohledu dominuji mikroreologické metody,
jejichZz pozadavky na objem vzorku se pohybuji v rozmezi nékolika mikrolitrii. Nejméné naro¢né
mikroreologické metody v tomto sméru jsou jednocasticova a dvoucasticova mikroreologie, kde
je Kcharakterizaci potfeba pouze 10 pl. Tento fakt stavi metodu do popredi v oblasti
charakterizace biologickych materialt. V pfipadé DWS ¢i DLS je minimalni méfitelné mnoZzstvi

stanoveno na 50 pl, jelikoz vzorek musi byt umistén v kyveté [53].

2.7.1.2 Frekvencni rozsah naméiené oblasti
Meéiitelné frekvencni rozsahy se v jednotlivych ptipadech podstatné 1iSi. Pii volbé metody je
dilezité si uvédomit, co chceme u daného vzorku pozorovat a v jaké frekvencni oblasti bychom

se chtéli pohybovat. Pokud se chceme zaméfit na nizkofrekvencni oblast, pak je nevyhodnéjsi

36



sdhnout po jednocasticové ¢i dvoucasticové mikroreologii. Ve stfednim rozsahu frekvenci se
spokojime s mikroreologii klasickou ¢i DLS a vysokofrekven¢ni data ziskdme pomoci DWS.

Idealnim piipadem je kombinace metod pro ziskani Sirokofrekven¢niho spektra dat [26,53].

REO
| | | |
< | | | | : : : : : : >
103 102 10! 10° 10' 102 10° 10* 10° 10°
f(Hz)
DLS
FCS
Obr.13: Frekvencni rozsah vybranych mikroreologickych metod [11]

2.7.1.3 Charakter vzorku
Nemaly vliv na vybér vhodné méfici techniky ma vzorek samotny. Materidly transparentni je
mozno méfit viemi zmifovanymi metodami bez vyjimky. U materidli netransparentnich je
dilezitda mira jejich transparentnosti. Jednocasticovd PTM v takovych ptipadech vétSinou
selhava. ReSeni miize piedstavovat fluorescenéni mikroskop a fluorescenéné znadené &éstice,
které budou viditelné i v mén¢ prihledném vzorku. U DLS by mohlo nastat riziko vicenasobného
rozptylu svétla, coZ je neZzadouci, a proto se nejcastéji pouziva bud’to reologie klasicka ¢i DWS.
Velkou skupinu mohou tvofit také vzorky nehomogenni, coz jsou z velké c¢asti vzorky
biologické povahy. Zde je pouziti klasické reologie mozné pouze v piipadé€, Ze nds nezajimaji
heterogenity pfitomné ve vzorku a chceme zjistit pouze primérné hodnoty méfenych velic¢in
materidlu jako celku. Stejné tak tomu bude u DLS ¢i DWS. V ptipad¢, Ze nas vSak zajima vnitini
struktura vzorku, pak je nejlepSim feSenim pfistoupit k mikroskopickym metodam, idedlné
k TPM, ktera neméfi pouze okolni prostiedi ¢astice jako OPM, ale sleduje vzajemny pohyb dvou

¢astic, ¢imz mize odhalit mozné nehomogenity pfitomné ve vzorku [11].

2.7.1.4 Dalsi kritéria
Mezi spiSe okrajova kritéria jednotlivych metod miizeme zafadit cenu méficitho systému.

Vzhledem ktomu, ze k PTM je zapotfebi vétSinou klasického optického mikroskopu
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a vysokorychlostni kamery, fadi se tento systém k cenové nejdostupnéjsim. Vyuzitim
fluorescencniho mikroskopu vSak jiz cena patficné nartistd. O cenovy stupeit vySe muzeme

zatadit zafizeni pro DWS ¢i DLS. Pofizovaci cena FCS je nejvyssi [38].
2.8 Mikroreologické ¢astice a jejich spravny vybér

Vybér castic pro méfeni je velmi dualezity, jelikoz muze kriticky ovlivnit vysledky
daraz, patii velikost Castice, jeji hustota vztazena k hustoté okolniho vzorku a material povrchu

éastice.
2.8.1 Velikost ¢astice

Nejvétsi pozornost pii vybéru velikosti ¢astice by méla byt vénovana charakteristické velikosti
struktur ve sledovaném vzorku. Naptiklad polymerni sit€ jsou charakterizovany pomoci velikosti
strukturnich ok & (mesh size), kterd zéavisi Castené¢ na koncentraci polymeru. Pokud je
pozadovano urceni reologickych vlastnosti polymerni sité, stejné jak je tomu u klasické reologie,
pak idedlni ¢astice bude mit primér, ktery je vétsi nez £ Jestlize jsou vybrané ¢astice mnohem
menSi neZ je velikost ok polymeru, pak budou tyto castice ,,prokluzovat® polymerni siti
anebudou poskytovat piesné vysledky reologické odezvy materialu [54,55,56]. Velikost ok

polymeru miiZe byt vypocitana jako
L+ \0.75
c

kde Ry je gyracni polomér, ¢* a Cc znaci piekryvovou koncentraci polymeru a koncentraci
materialu ve vzorku [57]. Zavislost molekularni hmotnosti na gyracni polomér byl

experimentalné stanoven na:
R, =0,215M 25882005 A (45)

kde M,, znaci molekulovou hmotnost polymer. Jelikoz se jednotlivé polymerni fetézce navzajem
dotykaji pfi koncentraci ¢*, polomér gyrace muze byt vztazeny k piekryvové koncentraci podle

nasledujici rovnice:

c=—-—Y% | (46)
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kde Na je Avogadrovo ¢islo. Na druhé strané, ¢astice o pruméru vét§im nez je velikost ok mohou
charakterizovat reologickou odezvu materidlu jako celku, z jejich pohybu ale nebude mozno
ziskat informace o distribuci pora materidlu. V zasad¢ je tedy velmi uzite¢né znat aspon ptiblizné
charakteristické délky struktury zkoumaného materialu pfed vybérem ¢astic pro meieni. Obecné
je polomér castice limitovan rozsahem 200 nm <a <10 um, pfi¢emz spodni limit je urcen
optickym rozliSenim mikroskopu a kvalitou pouzit¢ kamery. Algoritmus zpracovani obrazu
pozaduje nejméné 5 pixeli k urceni t€zisté ¢astice s dostacujici piesnosti. Horni limit pak vychazi
Z pozadavkii Brownova pohybu, kdy u nadlimitni velikosti jiz tyto ¢astice nevykondvaji tepelny

pohyb.

Idedlni piipad (a > &) Prokluzovani ¢astic (a <¢)

Obr.14: (A) Idealni castice k urceni reologickych vlastnosti celkového materialu, kdy je
velikost castic vétsi nez velikost polymernich ok. (B) Céstice, které jsou mnohem mensi
., prokluzuji *“ polymerni siti a jejich pohyb neodrdzi reologickou odezvu materialu [21,23]

2.8.2 Hustota Castic

U mikroreologickych méfeni pfedstavuje sedimentace Céastic pomérné znacné prekazky.
V krajnim pfipad¢ sedimentace posune systém mimo rovnovazny stav a ovlivni ¢asovy interval,
ve kterém se Castice nachdzi v zorném poli. Tento efekt ma podstatny vliv zejména na délku
trvani experimentu. Rychlost sedimentace Vgq Castic, ovliviiuje n€kolik parametrii a je vyjadiena
silovou bilanci mezi gravitacni silou a Stokesovym vztahem pro inertni Castice v Cisté viskdoznim
prostiedi:

_ 2a*Apy 47)
a9

sed
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kde a je polomér Castice, 7 je viskozita, g gravitaéni zrychleni a 4p je gradient hustoty mezi
¢astici a prostfedim. Za ucelem minimalizace vlivu sedimentace se pouzivaji Castice, které maji
hustotu totoZznou s okolnim prostfedim. V praxi je vSak pon¢kud obtizné ziskat naprostou shodu
téchto hodnot. V tomto pfipadé¢ je mozné problém vyieSit pouzitim menSich castic, které
nepodléhaji sedimentaci v takové mife, pokud si to vSak mizeme vzhledem ke struktufe
materidlu dovolit. Obecné plati, ze ¢im vétsi Castice, tim vétsitho souladu hustot musi byt
dosazeno.

Dalsi komplikace v souvislosti se sedimentaci nastavd s prodluzujici se dobou experimentu,
kdy se Castice usazuji na povrchu vzorku. Rovnovazna distribuce hustoty poctu ¢astic, N(z), jako

funkce vysky od povrchu vzorku je snadno odvoditelnd pomoci Boltzmanovy distribuce:

w _ A—ApVoz/kgT
N() e : (48)

kde N(0) je hustota ¢astic na povrchu. V idealnim pifipadé by koncentrace ¢astic ve vzorku i na
jeho povrchu méla byt uniformni a nizka (¢ ~ 10™. Vyssi hustota ¢astic mize zplsobovat Casty
piekryv jednotlivych Castic a tim snizit efektivitu platnost algoritmu pro jejich sledovani[23].
Pasivni mikroreologie pouzitim nefluorescen¢nich ¢astic ve svételném poli miize piedstavovat
také uréité nevyhody. Céstice v takovémto piipadé podléhaji stochastickému pohybu, a tudiz se
pohybuji také ve sméru kolmém na ohniskovou rovinu. Na zakladé ohniskové roviny, ve které se
¢astice nachazi, se ¢astice mohou jevit od uniformné ¢erné¢ho kruhu na bilém pozadi aZ k Cerné
kruznici s bilym vnitinim kruhem. V pfipad¢ fluorescencnich ¢astic, se vSechny sondy jevi
jednotné — tedy jako svétlé body na tmavém pozadi a stavaji se tak velmi pouzivanymi pro ucely
pasivni mikroreologie. Ani mikroreologie pouzitim fluorescencnich ¢astic vSak neni bez
nevyhod, z nichz hlavni je snizeni intenzity signalu. Fluorescence ¢astic nachazejicich se mimo

ohniskovou rovinu snizuje kontrast obrazku [59].
2.8.3 Povrch ¢&astice

Témét vSechny mikroreologické cCastice maji povrch upraven za tcelem jejich stabilizace.
Nejcastéji dochazi k pokryti povrchu nabitymi skupinami nebo vrstvou polymeru. Pfidavani
karboxylovych (-COOH), aminovych (-NH4) ¢i sulfonatovych skupiny (-SO4) na povrch
polystyrenovych ¢astic nebo hydroxylovych skupin (-OH) na povrch ¢astic z kiemiku (Si), je

nejlepsi volbou pro vodné roztoky s malou iontovou silou (<10 mM). Tyto skupiny ve vodé

40



ionizuji za soucasného uvoliiovani H' protiiontu a ve vysledku se ¢astice stavaji nabitymi
a stabilizovanymi pomoci odpudivych sil. Pfi vysSich iontovych silach prostiedi nebo
Vv pfitomnosti dvojmocnych iontl, nastava fluktuace vlivem naboje. Na druhou stranu, sterické
ustaleni je vhodnéjsi pro stabilizaci piitazlivych sil s kratkymi vzdalenostmi jako jsou van der
Waalsovy sily, vzdjemnym plsobenim naboji nebo naopak nepolarnich useki molekul. Na
zakladé mnoha experimentd bylo zjiSténo, ze karboxylové modifikované polystyrenové Castice
jsou nejvhodnéjsi a nejpouzivanéjsi Castice pro inertni polymery ve vodném systému jako je
naptiklad PEO (polyethylenoxid) za b&éznych podminek. Pro vzorky s velkym nabojem jako jsou
biopolymery nebo bakterie, se BSA (Bovine serum Albumin) pouziva K potazeni povrchu ¢astic
a pusobi tak jako vhodny blokator [23].

Pokud je tedy povrch ¢astice schopen ovlivnit strukturu materidlu v nejbliz§im okoli, vysledek
jednocasticové mikroreologie bude odezvou spiSe lokalniho mikroprosttedi nez celkového
vzorku. V ptipadé experimentti s PEO neni zaznamenan zadny efekt ptisobeni povrchu ¢astice na
material [41], nicméné v pfipadé biopolymeru muiize mit povrch &astice vyznamny vliv na

koneéné vysledky [10,61].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Jak jiz bylo zminovano diive, mikroreologie je, na zaklad¢ svych ryst, unikatni metoda vhodna
ke studiu viskoelastickych vlastnosti takovych materidlt, u kterych to do této chvile nemuselo byt
viibec mozné. Prevazné z hlediska objemu potiebného vzorku. Mikroreologie muze také
ptredstavovat vhodnou dopliikovou metodu ke klasické reologii [54]. Mnoho vyzkumnych praci je
zaloZzeno na srovnavani vysledki jednotlivych mikroreologickych metod s vysledky ziskanymi
klasickou reologii. V mnoha ptipadech byla pozorovéna excelentni shoda téchto dat. Podminkou
souladu je vSak homogennost studovaného materidlu, kdy je délka strukturnich jednotek malé ve
srovnani s velikosti pouzitych mikroreologickych castic. Dilezitou podminkou pro porovnavani
vysledkl je také inertnost pouzitych Castic vi¢i zkoumanému materidlu. V piipad¢ poruSeni
posledni podminky, dochazi k vytvareni takzvané zoény vycerpani (,,depletion zone*) okolo
pouzitych ¢astic, coz zpisobi jejich veétsi pohyblivost a nespravné vyhodnoceni viskoelastickych
vlastnosti [63,64].

Jak pasivni tak aktivni mikroreologické metody jsou v posledni dobé hojné vyuZivany pro
studium $iroké skaly materiald. Mezi zakladni oblast pouziti spadaji micelarni roztoky, studium
biomaterial, gelt ¢i prubéhu gelace biopolymert. Néasledujici reSerSni ¢ast je zaméfena na
aplikace mikroreologickych metod predev§im na skupiny materiald, které byly vice ¢1 méné

vyuzivany také v této dizertacni praci.
3.1 Aplikace mikroreologickych metod ke studiu geli

Gely spadaji do skupiny material{i, u kterych patii mikroreologické metody mezi hojné€ vyuzivané
postupy. Metoda se vyuziva pro schopnost ziskat zajimavé informace o mikrostruktute vzorku,
na rozdil od reologie klasické poskytujici zpravu o jeho makrostruktuie. I pro své potencionalni
vyuziti v mnoha oblastech pfitahuji tyto materialy velké skupiny badatelti po celém svéte.

Metoda pasivni mikroreologie je vyuzivana Corriganem a kol. [65] ke studiu sitovani
mlécného proteinu B-lactoglobulinu pii zvysené teploté a nizkém pH. Tyto podminky zplisobuji
agregaci proteinu a formovani takzvanych amyloidnich fibril, které pozdéji vytvareji elastické
nizSich koncentracich, nez jak naznaCovalo méfeni klasickou reologii. Tento jev je dan

skutecnosti, ze oscilacni smykové sily klasické reologie mohou naruSit vznikajici fibrily ¢i
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vznikajici sitové struktury. Mikroreologie je tedy vhodnou metodou ke studiu geld v blizkosti
kritické koncentrace, kde klasicka reologie nevykazuje dostatecnou citlivost.

Studiem proteinovych geli se zabyva také Balakrishnan a kol. [66], konkrétn¢ se jeho zajem
Upind na roztoky laktoglobulinu s ménici se koncentraci a razné iontové sile, které nasledné
vytvareji gelové struktury. Ve svém studiu také pouzivaji ¢astice riznych velikosti, pro presnéjsi
charakterizaci mikrostruktury vzniklych geld.

Scheffold a kol. [67] se zabyvali studiem komplexnich systémi od castic a biopolymernich
gelil, pres keramické suspenze az ke koncentrovanym roztoklim surfaktanti pomoci klasické
reologie a pasivni mikroreologie pouzitim DWS.

Studium sol-gel ptechodu se stalo pfedmétem zajma Moschakise a kol. [68]. Sol-gel piechod
kaseinatu sodného podléhajiciho gelaci pomoci acidifikace byl studovan jednocasticovou
mikroreologii a klasickou reologii. Jednim z hlavnich uceli této studie bylo také srovnani
mikroreologickych vysledkti s makroskopickymi viskoelastickymi vlastnostmi méfenymi
klasickym reometrem. Pfi hodnot¢ pH blizké izoelektrickému bodu kaseinu, kde tvorba
proteinové sité za¢ind byt ziejma, maji vSechny Castice tendenci se upevnit ke vznikajici siti.
Navzdory tomuto jevu, mikroreologicky ziskané hodnoty jednotlivych modulti byly jen nepatrné
nizsi v porovnani s daty makroreologickymi a bod gelace ur€eny obéma metodami se liSil pouze
minimalné. Nicméné, PTM vykazuje vyssi citlivost a je schopna detekovat zmény ve struktuie
systému diive, nez je tomu u klasického reometru.

Stejna skupina védcu se zabyvala také studiem sol-gel ptechodu B-glukanu vodného je¢mene,
k cemuz vyuzivali klasickou reologii a PTM (particle tracking microrheology). Ve vysledku bylo
zjisténo pomoci obou pouzitych metod, Ze rostouci koncentrace polysacharidu vede ke snizeni
casu potiebného k jeho gelaci a soucasné ke zvySeni pevnosti gelu. Mikroreologicka metoda opét
vykazovala vyssi citlivost a tedy je schopna detekovat zmény ve struktufe systému diive nez
klasicka reologie [69].

Heinemann C. [70] se zabyvali studiem reologickych vlastnosti piirodniho biopolymeru skrobu
za pritomnosti y-dodecalactonu, ktery indukuje proces gelovaténi Pasivni mikroreologie
S pouzitim polystyrenovych ¢éstic pfedstavovala pro tyto ucely nejvhodnéjsi méftici systém.

Stejné tak, jako nekolik vySe zminovanych védeckych skupin, se i Oppong a kol. [71] zabyvali
porovnavanim vysledka ziskanych mikroreologickymi metodami s vysledky klasické reologie.

Konkrétné vyuzivali metody jako jednocasticova mikroreologie a DWS pro studium viskozitnich
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vlastnosti Carbopolu ETD 2050 jako funkce jeho koncentrace. Carbopol ETD 2050 je polymer
zalozeny na zesitovanych linearnich fetézcich kyseliny polyakrylové, ktery je pouzivan
komer¢né naptiklad k upravée reologickych vlastnosti kosmetickych a farmaceutickych produkti.
Kiivky casové funkce MSD ziskané pomoci DWS a MPT vykazuji velmi dobrou shodu. Pii
blizsi studii trajektorii jednotlivych ¢astic ziskanych z MPT je vSak opravdu zfejmé, Ze u vyssich
koncentraci pozorujeme odli$nosti v ¢asové funkci posunu od ¢éstice k Castici. Nékteré z Castic
jsou dokonce v materialu zaklinény do takové miry, Ze nevykazuji jakykoliv pohyb. Je vSak také
mozno definovat Castice, kterym v pohybu nic nebrani. Z tohoto pozorovéani lze dedukovat, ze
Carbopol je velmi nehomogenni materidl tvofen mikroprostfedimi liSicimi se reologickymi
vlastnostmi. Tuto skute¢nost mizeme také potvrdit pfitomnosti negaussovské distribuce. Vyskyt
takového chovani uz sdm o sobé napovidd nehomogennimu prostiedi, jelikoz Brownliv pohyb
vV homogennim prostfedi piedstavuje Gausovskou distribuci. Mikroreologické vysledky ukazuji,
ze ve velmi malych méfitcich materidlu dominuje visk6zni modul pies Siroky rozsah frekvenci
a koncentraci. Proto hodnoty elastického 1 viskdzniho modulu jsou mensi v porovnani
s hodnotami ziskanymi klasickou reologii a vysledky se lisi ¢asto i o celé fady. Tyto efekty jsou
v souladu s charakterem heterogenniho materialu v méfitku velikosti zvolenych ¢astic.

Struktura a tvorba sité viskoelastického roztoku biopolymeru byla studovana pomoci klasické
reologie a mikroreologie uzitim DWS. Na zdklad¢ té€chto méfeni bylo zjisténo, Ze elasticita
polymerni matrice ma vyznamny vliv na strukturu vysledného koloidniho gelu [71].

PTM vyuzili ke studiu gelace koloidnich suspenzi syntetického jilu Laponitu. Z vysledka je
jasné patrnd heterogenni struktura vznikajiciho gelu, kterd se projevovala riznou pohyblivosti
zaClenénych ¢astic [73]. Stejny jev byl také prokazan u studia kolagenového gelu [74].

Na zkoumani rozdili reologického chovani v mikro a makroprostfedi poukazuje také Jason
Rich [75] se svou skupinou spolupracovnikli. Centrem jejich zdjmu jsou jemné koloidni
materidly, mezi které patii koloidni skla ¢i gely. U téchto latek mikroreologie odhaluje vyskyt
velmi jemnych geli na pocatku gelace, které klasicky reometr jesté neni schopen detekovat, ¢i je
svym pisobenim zcela rozrusi. Konkrétné ve své praci zkoumali pritbéh gelace a reologického
starnuti vodnich disperzi syntetického jilu zvaného Laponitu RD pouzitim pasivni mikroreologie.
Zabyvali se zde také vlivem velikosti pouzitych mikroreologickych ¢astic na konecné vysledky.
Co se ty¢e homogenniho materidlu, data ziskana pouzitim ¢astic s ménicim se polomérem by se

méla prekryvat pro vzorek se stejnym disperznim vékem. Z vysledki je patrné, ze vysledné
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funkce MSD (t) se s ménici velikosti Castic nepiekryvaji a demonstruji tak rozdilné chovani
u stejného vzorku, coz opét naznacuje vysokou heterogenitu vzorku.

Vyznamna skupina védct zabyvajici se kinetikou gelace, strukturou vzniklého gelu a vSech
jevu, které stouto problematikou souvisi je soustfedéna okolo E. Fursta [76] na université
Delaware. Pro studium jednotlivych materiali pouzivaji Sirokou Skalu mikroreologickych metod
v kombinaci s reologii klasickou. Svou pozornost upiraji na Sirokou problematiku mikroreologie,
kam bezesporu patii 1 studium vlivu povrchu ¢astice na konecné vysledky. Tento jev byl
pozorovan na vzorcich F-actinu s pouzitim klasickych a polystyrenovych castic, na nichz byl
adsorbovan BSA (bovine serum albumin). Vysledkem jejich prace bylo zjisténi, ze Castice
osetfené tak, aby limitovaly adsorpci polymerni sité, vykazovaly mensi subdifuzivni chovani nez
¢astice neoSetfené. Bylo také zjisténo, Ze v okoli oSetfenych Castic se vytvaii takzvana vycerpana
z6na s rozdilnym komplexnim modulem v porovnani s komplexnim modulem celkového vzorku.
Velikost této zony je zavisla pouze na velikosti ¢astice a nesouvisi s koncentraci polymerni site.
Z vysledu vyplyva, ze vyCerpana zona je zpusobena vylouCenim a orientaci vlaken F-aktinu
Vv blizkosti ¢astice na zakladé¢ jejich délky a rigidity.

Velkd cast jejich prace zahrnuje studium sol-gel prechodii tykajiciho se prevazné
hydrogelovych materiald. Tyto latky jsou v soucasné dobé hojné studovanymi latkami, diky
jejich unikatnim vlastnostem, a to pfevazné pro biomedicinské, kosmetické a terapeutické ucely.
Publikované vysledky poskytuji dulezity pohled do reologie, struktury a jejich kinetiky gelace.
Specialné ve studiu slabych vznikajicich gell, stejné jako ve studiu vzacnych materiald, pro které
je mikroreologie velmi vhodnou metodou s ohledem na mnozstvi pouzitého vzorku a na rychlost
porizovani dat [77,78].

Pribéh gelace byl studovan konkrétné pro systém PEH-heparin metodou MPT. Jednotlivé
vzorky se liSily molekulovou hmotnosti PEG a koncentraci heparinu i PEG. Kinetika gelace je
charakterizovana pomoci gelacniho Casu tc a kritickym relaxacnim exponentem, n. Nejrychlejsi
kinetika byla zaznamenéana u vzorku heparinu s nejvyssi mirou funkcionalizace. Hydrogely na
bazi heparinu vykazuji specialni vlastnosti, jako napiiklad schopnost izolace a stabilizace
proteinu ¢i rastového faktoru, diky nimz jsou velmi zadané pro terapeutické aplikace [79,80].

Kinetika gelace byla studovana také u hydrogeld obsahujicich peptid B-hairpin MAX1, a to
pomoci mikroreologie a CD mikroskopie. Vznik tohoto gelu je spjat se zménou teploty, pH ¢i

iontové sily [81]. Struktura B-hairpin MAXI1 oligopeptidi byla také ménéna a Vv kone¢ném
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vysledku bylo dokdzano, Ze rychlost gelace je mozné kontrolovat strukturou peptidovych fetézct
[82,83].

3.2 Aplikace mikroreologickych metod ke studiu biomateriali

Klasicka reologie je Siroce vyuzivana k charakterizaci viskoelastického chovani komplexnich
kapalin. Nicméné, je velmi obtizné precizné¢ urcit reologické vlastnosti material, jejichz
viskozita neni patficné vysokd, aby indukovala dostate¢ny signal, ktery mize ptistroj spolehlivé
vyhodnotit (zfedéné roztoky polymert nebo zifedéné suspenze). H.Kang a kol. [84,85]
porovnavali reologické vlastnosti rtiznych polymernich roztok pouzitim klasické reologie a
PTM. Hlavnim cilem této studie je stanovit a porovnat nulovou smykovou viskozitu a dynamicky
modul polymerniho roztoku s ménici se koncentraci pomoci reologie a PTM. K tomuto ucelu
byly pouzity dva rizné semiflexibilni polymerni roztoky s rtiznou molekulovou hmotnosti jako
modelova viskoelasticka kapalina. Prvnim modelovym polymerem je PEG s dvéma
molekulovymi hmotnostmi, druhym polymerem je akrylamid opét o né€kolika molekulovych
hmotnostech. Jako ¢astice byly pouzity karboxylové modifikované polystyrenové fluorescenéné
znacen¢ castice o velikosti 1 pm a 500 nm. Po provedeni experimentu dospéli védci k zavéru, ze
data ziskand pomoci PTM se shodovala s teoretickou predikci 1épe nez data ziskana pomoci
DWS techniky. Ve vypoétech dynamického modulu z MSD(t) funkce bylo dokazano, ze pouziti
Maxwellova modelu je spolehlivéjsi ve srovnani s modelem Eulerovym diky dodate¢nému
vyhlazeni dat. Ackoliv existuji omezeni pouZiti PTM na zéklad€ limitovaného rozliSeni pfistroje,
je zfeyjmé, Ze je tato metoda velmi UCinnd pfi méfeni viskoelasticity jemnych elastickych
materiald.

Skupina védct v okoli Yiider Tsenga [85] se zabyvala otazkou jak cytoskeleton poskytuje
bunice strukturni podporu, jelikoz tento jev jesté nebyl zcela objasnén. Mikroreologické metody
poskytuji lokdlni mechanické vlastnosti a jsou vhodné pro ovéieni hypotéz, které¢ byly odvozeny
Z in vitro modell cytoskeletalnich siti. Byly hodnoceny aplikace OPM a MPT s diirazem na
smiflexibilni polymer F-actin a flexibilni polymer keratin, dvé vyznamné slozky cytoskeletonu.
Pro méfeni byla pouzita jak OPM tak TPM pro prozkoumdani pfitomnych heterogenit. V zavéru
bylo poukazano na fakt, ze vysledky pro OPM se podstatné liSily od TPM, coz naznacovalo

patfi¢nou heterogenitu vzorku.
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S.K. Lai a kol. [86] se zabyvali studiem mukusu, jako komplexniho biologického materialu,
ktery spliuje funkcei lubrikacni a ochrannou. V makrométitku se mukus chové jako neNewtonsky
gel, ktery je od pevnych latek a kapalin odliSovan svou odezvou na vloZzené napéti a tlak, zatimco
v nanoméiitku se chova jako nizkoviskozni kapalina. Vyhody v charakterizaci v mikro
I makroméfitku prispivaji k celkovému pochopeni fyziologie hlenu, patologii chorob a k rozvoji
systémi pro davkovani 1éCiv urCenych k podani skrze plochy obalené¢ hlenem. Dynamika
a lubrikac¢ni vlastnosti mukusu uzce souvisi s jeho viskoelasticitou, kterd se meéni jako funkce
amplitudy napéti, smykové rychlosti a podnéth prostfedi. Makro a mikroreologicka
charakterizace mukusu s riznou velikosti strukturnich ok pfispiva k porozuméni funkce mukusu,
prenosu patogent, vyvoji nanoc¢asticovych 1é¢iv stejné jako strategii prevence.

Monitorovanim zaclenénych ¢astic ve vzorku pouzitim fluorescenéni mikroskopie skupina
védcu v okoli Joshua Apgara [87] studovala stupen prostorové heterogenity v a bez piitomnosti
fascinu - proteinu zptsobujiciho sesitovani F-actinu. Byly porovnavany vysoce a nizce
koncentrované roztoky F-aktinu s a bez pfitomnosti fascinu. Ve vysledku bylo zjisténo, ze pfi
nizké koncentraci F-actinu v roztoku, MSD je distribuce symetricka a jeji standartni odchylka je
podobna odchylce homogenniho roztoku glycerolu. ZvySovani koncentrace F-actinu v roztoku
vykazovalo $ir§i a asymetrickou distribuci MSD, jedna se o efekt zplisoben fascinem.
Kvantitativni zmény tvaru v distribuci MSD koreluji kvalitativné s pfitomnosti velkého mnozstvi
heterogenit v roztoku F-actinu, které vznikly na zakladé zvySujici se koncentrace F-ctinu
a pfitomnosti sit'ujiciho proteinu.

Denis Wirtz ve svém c¢lanku pfedstavil PTM mikroreologii jako metodu vhodnou k méteni
viskoelastickych vlastnosti cytoplazmy s vysokym prostorovym a casovym rozliSenim. Tato
metoda je schopna méfit vlastnosti Zivych bunék ve velmi obtiznych podminkach. Jako
modelovy piiklad bylo uvedeno méteni viskoelastickych vlastnosti sité F-actinu, poté méteni
vlastnosti cytoplasmy a nakonec ukazka méfeni vlastnosti Zivych bunck. Obecné byly také
popsany principy, vyhody a nevyhody aktivnich a pasivnich mikroreologickych metod a to jak
pro méfeni latek viskoznich, elastickych i viskoelastickych [4].

Mikroreologii bun¢k se ve své studii zabyvali také Hyungsuk L. a kol. [88,89], kteii se
konkrétn¢ zaméfili na bunéény cytoskelet, hlavné pak na F-actin. Ackoli mechanické vlastnosti
F-actinové sité byly jiz znaéné prozkoumavany, zdkladni mechanismus pro jeji elasticitu neni

jeste uplné objasnén. 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 koloidii k odhadu frekvenéni zavislosti
komplexu smykového modulu. Ackoli aktivni i pasivni metody vykazovaly podobné vysledky za
nizkého napéti, sit’ F-actinu vystavena vysSimu napéti vykazovala nelinearni chovani.

Liu, J. a kol. [64] vyuzili potencial mikroreologie Kk méteni viskoelasticity roztoku
sesitovaného F-actinu s riznou velikosti strukturnich jednotek (length scales) v rozmezi 1 —
100 um. Hlavnim cilem vSak bylo srovnédni jednocasticové mikroreologie s korelacni metodou
dvoucasticové mikroreologie. Ve vysledku byl viditelny rozdil mezi jednocésticovou a
dvoucasticovou mikroreologii se zvysujici se strukturni délkou F-actinu.

Heinemann C. a kol. [70] se zabyvali studiem reologickych vlastnosti ptirodniho biopolymeru
Skrobu za piitomnosti ¢astice y-dodecalactone, ktera indukuje proces gelovaténi. Byl zde
pozorovan bod gelovaténi. Pouzitou metodou se stala pasivni mikroreologie a jako material
Castice byl zvolen polystyren. Byla pozorovana ¢asova zavislost MSD polystyrenu za¢lenéného
do systému Skrob/y-dodekalaktonu a po dobu 5 min., 15 min., 70 min a 23 hodin byla
zaznamenana do grafu.

1.Y. Wong [90] se svou skupinou zkoumali termalni pohyb koloidnich ¢astic v F-aktinové siti,
kde polomér c¢astic byl srovnatelny s velikosti strukturnich jednotek F-aktinové sité. V této
oblasti, primérna hodnota funkce MSD(t) za¢lenénych ¢astic je tmérna 1, kde 0 < o < 1.

FCS mikroreologie je jednou z nejmodernéjSich metod patiicich do skupiny pasivnich
mikroreologickych technik. Tato metoda poskytuje velké vyuziti predevs§im v oblasti
biologickych vzorkil. PfestoZe se jedna o velmi novou techniku, bylo jiz publikovano nékolik
studii popisujici vyuzitelnost této techniky.

Anomalni diftzni vlastnosti fluorescencné znacnych zlatych nanocastic v cytoplazmé a jadru
zivych bunék byly studovany pomoci FCS mikroreologie Gernotem Guigasem a kol. [91].
Ze ziskanych hodnot MSD(t) byli schopni ur¢it komplexni modul pruznosti ve smyku G* pro oba
bunécné kompartmenty. Diky této technice také popsali rozdily ve viskoelastické odezvé
a anomalni difuzi u bunék pred a po vystaveni osmotickému stresu.

Fluorescencni korelacni spektroskopie nicméné nemusi byt nastrojem pro meéfeni pouze
biologickych vzorka. T. Cherdhirankorn a kol. [92] vyuzili tuto metodu ke stanoveni difaznich
koeficienti malych molekul chromofort v riznych homopolymerech s rozdilnymi molekulovymi

hmotnostmi pfi teplotach vysoko nad teplotami skelnych pfechodi polymeri. Jedine¢na citlivost
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FCS techniky umoziujici pouzit nanomoldrni koncentrace sond =zajistila, ze sondy nijak
neovlivnily vlastnosti polymerni matrix. U vSech pozorovanych systémt bylo potvrzeno, ze se
rychlost diftize polymert nefidi okolni viskozitou, ktera se extrémné zvySuje s vysokou
molekulovou hmotnosti polymeri. Naopak bylo zjisténo, Ze difuzni koeficienty malych sond
uzce koreluji se segmentovou dynamikou polymert a soucasné si zachovavaji vlastnosti ¢astic.
Silke Rathgeber a kol. [93] porovnavali vysledky méfeni u vodnych roztoki
vysokomolekularniho polyethylenglykolu ziskanych pomoci DWS, DLS, video-mikroreologie a
FCS mikroreologie. Vysledky mikroreologickych méfeni porovnavali také s konvenénimi
reologickymi experimenty za pouziti klasického rota¢niho reometru. Z hlediska rozsahu MSD(t)
je FCS srovnatelnd se standardnimi laserovymi metodami a DLS. Na rozdil od ostatnich

mikroreologickych metod poskytuje FCS mnohem vétsi frekvenéni rozsah.
3.3 Aplikace mikroreologickych metod ke studiu micelarnich roztoka

Ruizné druhy mikroreologickych metod byly pouzity ke studiu micelarnich roztoku. Buchanan a
kol. [94] vyvinuli pokro¢ilou mikroreologickou metodu, ktera je postavena na laserové
interferometrii a jeji prednosti je rozsifeny rozsah dosazitelnych frekvenci. Tato skupina védct se
zabyvala studiem roztokt protahlych micel cetylpyridinium chloridu ve vodé s pfidavkem
kfemicitanu sodného jako siln¢ vazného protiiontu. Jednim z pokrocilych cilli experimentti bylo
ur¢eni komplexniho modulu vzorku Vv zavislosti na frekvenci a srovnani vysledk této
mikroreologické metody s vysledky reologie klasické. Zavérem bylo potvrzeno, ze vysledky
obou reologickych metod vykazuji excelentni shodu.

Hassan a kol. [95] se zabyvali mikroreologii micelarnich roztokt jako funkci koncentrace
organické soli, mikroreologii pomoci QUELS (quasielastic light scattering) Vv jednorozptylovém
rezimu. Pfi nizkych koncentracich soli jsou micely vétSinou sférické a roztok vykazuje nizkou
viskozitu. V této studii byly pouzity dva druhy organické soli, a to p-toluen sulfonat sodny
a salicylat sodny, které zplsobovaly zmény v mikrostrukture CTAB micel. Soli indukovany
prechod od sférickych po protdhlé micely a s tim spojené zmény ve viskozité roztoku jsou jasné
zietelné. Z vysledkt je také patrné, ze MSD(t) piechazi z viskdzni oblasti do viskoelastické
oblasti se zvySujici se koncentraci soli.

Atakhorrami a kol. [96] rozvinuli Sirokopasmovou dvoucasticovou mikroreologii k méfeni

elastického a ztratového modulu viskoelastickych materialt na zéklad¢ laserové interferometrie,
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kterou porovnavali s mikroreologii jednocasticovou. Byla zjiSténa kvantitativni shoda mezi
jednocasticovou a dvoucasticovou mikroreologii u zesiténého roztoku protdhlych micel CTAB,
kter¢ byl vybran jako modelovy viskoelasticky systém. Vysledky také potvrzuji, Zze
V jednoduchém systému, kde strukturni délky roztoku jsou mnohem menSi nez vloZena
mikrocastice, je jednocasticova mikroreologie schopna méfit viskoelastické vlastnosti vzorku
jako celku.

Frekven¢né zavisly komplexni modul vodniho roztoku protdhlych micel CTAB a salicylatu
sodného byl méfen v Sirokém rozsahu frekvenci také Oelschaegrem a kol. [97]. Méfici technikou
byla zvolena DWS, jelikoz jako jedini umoziuje piistup k frekvencim nad 10 rad/s. V zavéru
bylo poukazano na fakt, Ze pii nizké koncentraci soli jsou micely linedrni a jejich primérna délka
roste s rostouci iontovou silou. Prvni viskozitni maximum odpovida pfechodu micel z linearniho
do rozvétveného modu. Druhy viskozitni narist odpovida poklesu vétveni micel doprovazené
zvysuyjici se délkou micel a druhé viskozitni maximum odpovidalo opétovnému zkraceni micel
a jejich rozvétvend.

Cardinaux a kol. [98] pouzili optickou mikroreologii ke studiu reologickych vlastnosti
koncentrovaného roztoku povrchové aktivnich latek. Za vybranych podminek se tyto surfaktanty
samy shlukuji a formuji takzvané obii polymerni micely, které vytvaii siln¢ viskoelasticky
roztok. V této praci byl prezentovan novy pfistup analyzy lokalnich dynamickych vlastnosti
zaclenénych ¢astic zalozeny na kombinaci single- and multi-speckle DWS. Ci6Eg byl pouzit jako
surfaktant. Jelikoz se tyto micely velmi ¢asto rozpadaji a znovu vytvaieji, jsou nazyvany Zijici
nebo také rovnovazné polymery. Na zakladé vysledki pak vyplyva, Ze DWS je schopna pokryt
zvysujici se rozsah frekvenci, jak bylo predpokladéno. V zévéru byly demonstrovany aplikace
optické mikroreologie u koncentrovanych roztokti surfaktanti. DWS byla pfedstavena jako
metoda rozsifujici frekvenéni rozsah ostatnich mikroreologickych metod az o nékolik fadd. Tato
technika hraje vyznamnou roli hlavné ve spojeni s video-particle tracking microrheology
(VPTM), neboli jednocasticové mikroreologie, ktera exceluje v oblastech velmi nizkych

frekvenci.
3.4 Aplikace mikroreologickych technik ke studiu teplotnich zavislosti viskozity

Nekolik studii zabyvajici se charakterizaci viskoelastickych vlastnosti roztoku kyseliny

hyaluronové bylo jiz publikovano. Viibec prvni reologické meéteni hyaluronanu bylo provedeno
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vroce 1968 Gibbsem a kol. [99], které méfil dynamické viskoelastické vlastnosti sodné soli
hyaluronanu v Sirokém frekvenénim rozsahu. Byl studovan také efekt ménici se teploty,
koncentrace, pH a iontové sily na smykovy modul a bylo dokdzéno, ze HA se chova jako ne-
Newtonskd kapalina. Se zvySujici se iontovou silou jsou elektrostatické repulze potlaceny, coz
muze zpusobovat zesileni ptitomnych vazeb [100].

Efekt vlivu teploty v rozsahu 25 °C — 68 °C na dynamické reologické chovani vodniho roztoku
soli kyseliny hyaluronové (1%) byl studovan Kennedym a jeho kol. [101]. Zvysujici se teplota
vyznamné¢ snizovala smykovy modul a komplexni viskozitu u vSech studovanych vzorki. Tato
zména je chapana na zékladé zvySeni populace konfirmace s vyssi energii se zvySujici se
teplotou, coz vede ke snizeni perzistenéni délky polymerniho fetézce. Tato data jsou
kompatibilni s hodnotami viskozit, které byly stanoveny pomoci obecné rovnice, kterou navrhli
Matsuoka a Cowman pro polymerni roztoky.

Reologické vlastnosti roztoku hyaluronanu souvisi nejen s molekulovou hmotnosti ¢i
koncentraci HA, ale také s pivodem samotného vzorku [102]. Retézce HA se mohou volng
pohybovat ve ziedéném roztoku. V koncentrovaném roztoku vSak dochézi k zaplétani fetézch
atvorbé docasné sité. Prekryv fetézci je také nazyvan kritickou koncentraci. Pro HA byla
hodnota kritické koncentrace stanovena okolo 1 mg/ml. Tato hodnota vSak zavisi na iontové sile
¢i molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové [103,104,105].

V roce 2007 publikoval Maleki a kol. [138] nova zjisténi tykajici se vlivu ustaleného
smykového toku na intramolekularni asociace ve ziedéném a poloziedéném roztoku HA. Bylo
zjisténo, ze roztok HA nepodléha degradaci ani pii velmi vysokych smykovych rychlostech
(1000 s™*) po dobu 10 minut. Zména teploty (10 °C - 40 °C) vykazovala snizeni viskozity 1%
roztoku HA pfi nizkych hodnotach smykové rychlosti o 40 %. Bylo také zjisténo, ze narist silngji
asociovanych struktur pfi nizkych koncentracich HA byl pravdépodobné zplisoben snazsi
reorganizaci HA fetézcii v roztoku. Autor pfedpokladd, Ze smykové indukované sjednoceni a
protazeni polymernich fetézcii preferuje formaci vodikové vazanych struktur a vzdjemné
»Zipovani® protazenych fetézci vede ke tvorbé propojené sit€. U vysSich hodnot smykové
rychlosti (0,1 s™) byly polymerni fetézce spojeny s poklesem viskozity v Gase. V tomto piipadé

vys$si smykovy tok brani fetézctiim v tvorbé spole¢nych komplexd.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzité materialy

Hyaluronan:

Castice:

HSA
BSA
Agarosa
CTAB

Glycerol

Rozpoustédla

NaCl

Hyal. acid M,y = 90-130 kDa, CPN s.r.0., ¢islo Sarze: 071207 - P1

Hyal. acid M,, = 300-500 kDa, CPN s.r.0., ¢islo Sarze: 212-2082

Hyal. acid M,, = 500-750 kDa, CPN s.r.0., ¢islo Sarze: 213-4245

Hyal. acid M,y = 1500-1750 MDa, CPN s.r.o. ¢islo Sarze: 213-5226
Polystyrenové  castice (PS), wvelikost 1um, Sigma - Aldrich
Cislo Sarze: 72938 - SML — F

Polystyrenové castice (PS), velikost 0,1 um, Microparticles GmbH.
Cislo sarze: BCBM7378

Polystyrenové ¢astice (PS), velikost 2 um, Microparticles GmbH. Cislo
Sarze: 1482339

PS-COOH ¢astice, velikost: 0,816 um, Microparticles GmbH. Cislo
Sarze: B1477

SiO, casice, velikost: 1,16 um, Microparticles GmbH. Cislo 3arZe:
AR113-2

Human serum albunim, Sigma Aldrich, A9511

Bovine serum albumine, Sigma Aldrich, A0281

Agarose powder, Sigma Aldrich, A9414

Cetyltrimethylamonium bromid, Mw = 364,45 g/mol, Sigma - Aldrich,
Ultra > 99,0 %, Sarze: 40808244

C3HgOg, Cistota > 99,5 %, Sigma — Aldrich, ¢islo Sarze: 191612 - 1L
Deionizovana voda, (ELGA)

Isopropylalkohol — Sigma Aldrich, 190764, 99,5%

Fosfatovy pufr, pH, Sigma Aldrich, P5244, 0,1 M

Chlorid sodny Mw = 58,44 g/mol, Lach-Ner s. r. 0., Assay = 99,5 %,
Sarze: 30453
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4.2 Priprava vzorki
4.2.1 Roztoky kyseliny hyaluronové

Pro méfeni byl vzdy pfipraven zdsobni roztok o objemu 50 ml rozpuSténim daného mnoZzstvi
kyseliny hyaluronové v demineralizované vodé. Roztok byl ponechdn 24 hodin na michacce
apoté skladovan za snizené teploty (4°C). Finalni roztoky pak byly pfipraveny smichanim

vypocitaného objemu zasobniho roztoku a rozpoustédla - demineralizované vody.
4.2.2 Roztoky glycerolu

Koncentraéni fada roztokd glycerolu byla piipravena z 99,9% glycerolu. Jednotlivé koncentrace

byly ptipraveny promichanim vypoéitaného poméru glycerolu a demineralizované vody.
4.2.3 Gely kyseliny hyaluronové

Nejprve byly pfipraveny roztoky CTAB o koncentracich ¢; =50 mM a ¢, =200 mM v 0,15 M
NaCl. Poté roztoky 0,5% (w/v) a 2% (w/v) roztoky hyauronanu o0 Mw =90 - 130 kDa v 0,15 M
NaCl. Gely kyseliny hyaluronové byly piipraveny smichanim roztoku hyaluronanu a CTAB
v poméru 1:1. Roztok byl ponechan 24 hodin za laboratorni teploty. Vznikly gel byl odstiedén

pomoci laboratorni ultracentrifugy po dobu 15 minut pii ota¢kach 40 ot/min x 100.
4.2.4 Agarosové gely pro studium pribéhu gelace

Roztoky agarosy o hmotnostnich koncentracich 0,01%; 0,05%; 0,5% a 1% byly pfipraveny vzdy
tésné pred samotnym méfenim rozpusténim vypocitaného mnozstvi polymeru v daném mnozstvi
vody. Ke kazdému roztoku (5 ml) bylo napipetovano 10 ul mikroreologickych ¢&astic. Vzorky
byly ponechany 15 minut v ultrazvukové 1azni pii teploté 70 °C, aby doslo k rozpusténi veskeré
praskové agarosy a kK oddéleni ptipadnych agregati mikroreologickych castic. Pro méteni pomoci
DLS byly ptipraveny také referencni vzorky obsahujici pouze rozpoustédlo a mikroreologické

¢astice.
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4.2.5 Roztoky HSA a BSA pro mezifazova méreni

Zasobni roztoky BSA a HSA (¢ =1 mg/ml) byly pfipraveny rozpusténim samotného proteinu
ve fosfatovém pufru (pH =7,4) a poté byly vortexovany minimaln¢ 1 hodinu. Roztoky
0 jednotlivych koncentracich (c; = 11-10* mg/ml, ¢, = 6,4-10 mg/ml, c3 = 2,2-10* mg/ml) pak
byly pfipraveny fedénim ze zasobniho roztoku v danych pomérech. Roztoky byly uchovavany za

teploty 4 °C.
4.3 Pouzité pristroje a programy
431 FCS

Pristroj: MicroTime 200 (Time-resolved Fluorescence Microscope), PicoQuant

Software: SymPhoTime 64.

Nastaveni: excitace - laser 510 H IN MOU (,,horizontal in main optical units*) — excita¢ni
horizontalné polarizovany laser o vlnové délce 510 nm; Emise: misni pasmovy filtr o vinové

délce 550/49 nm.

Obr.15: Pristroj FCS

432 DLS

Pristroj: Zetasizer Nano ZS
Software: Zetasizer Nano ZS

Nastaveni: Svételny zdroj - ¢erveny laser o vinové délce 633 nm.
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Obr.16: Zeta Sizer Nano

4.3.3 Video-mikroreologie

Pristroj 1: mikroskop NIKON Eclipse Ci s kamerou Canon EOS 550D

Pristroj 2: pifluorescenc¢ni mikroskop se suchym, vodnim a olejové imerze objektive (Olympus)
a CCD kamerou (Andor)

Pristroj 3 (Emory University): inverzni mikroskop Leica

Software: Eye Cockpit-Ul 324 x CP (nahravani videi ve formatu AVI), ImageJ (pfevod formatu
AVI na TIF), CellSens Entry (inverze barev, Gprava kontrastu a jasu) a ke zpracovani nahranych

videi software IDL (Interactive data language).

Obr.17: Opticky mikroskop 7
4.3.4 Reologie

Pristroj: Reometr ARG2 s geometrii souosych valct a geometrii kuzel - deska
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Obr.18: Klasicky reometr ARG2
4.3.5 Viskozimetrie

Piistroj: Kapildrni mikroviskozimetr AMVn

Obr.19: Kapilarni viskozimetr
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4.4 Meérici metody:
4.4.1 Klasicka reologie

AR G2 reometr od spolecnosti TA Instruments s geometrii souosych valct pro vzorky s nizkou
viskozitou a geometrii kuzel-deska (60 mm, 1 °C) pro vzorky s vyssi viskozitou. Méfici systém
obsahuje Peltieriiv termostat, ktery zarucuje velmi pfesnou a rychlou temperaci vzorku. Pomoci
testovacich vzorkli byly vzdy stanoveny nejvhodnéjsi hodnoty smykovych rychlosti. V ptipadé

meéfeni vzorkll v teplotnim intervalu, byl jako nejvhodnéjsi krok stanoven 4 °C/min pro

nizkomolekularni vzorky a 1 °C/min pro vysokomolekularni hyaluronan.
4.4.2 FCS mikroreologie

U konfokalniho nastaveni, excitaéni svétlo laseru postupuje pomoci soustavy zrcadel do
objektivu, ktery fokusuje svétlo na stied vzorku. Emitované fluorescencniho zafeni je
soustifedéno zpét pres stejny objektiv a dale postupuje skrz stérbinu (,,pinhole*), kterd ma funkeci
filtru propoustéjici pouze €ast zareni. Nasledné je svétlo vedeno do detektoru, ktery zaznamenava
intenzitu fluktuujiciho zafeni (obr. 20). Na zakladé naméfenych dat jsou poté vypocitany

poZzadované parametry.
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Obr.20: Znazorneni fluktuace intenzity fluorescence v case (A) a tvar autokoleracni funkce

V zavislosti na case (B). V ramecku je tvar autokoleracni funkce v zavislosti na case
Vv logaritmickém méritku.
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Vystupem méfeni jsou data tvortici kiivku zavislosti funkce G(t) na Case. Tato kiivka je poté
softwarové prokladana matematickym modelem pro difuzi ¢astic s ptispévkem tripletového stavu
a na zaklad¢ statistickych metod byl vypocitdn pocet difiznich komponent v matematickém

modelu. Tvar efektivniho objemu je aproximovan pomoci Gaussova profilu [139,140]:

=) - 1” ziy o (49)

TTrip ) t 05
' ‘L'Diff[i]Kz

G(t) =

1+T [exp (—

t
! 'TDiff[i]]
kde T je tripletova frakce molekul, t je ¢as a trrip je doba Zivota tripletového stavu, #piss je pocet
nezavislé difundujicich castic, p je prispevek i-té difundujici Castice, i je difuzni Cas i-té

difundujici ¢astice a k je pomér délky a pruméru efektivniho objemu.
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Obr.21: Autokorelacni funkce v zavislosti na case [48]

Tato autokorelacni funkce mlize byt popsdna rovnici:

_i i -1 i -1/2 (50)
G(t) =" (1+3 g MSD(t)j (1+3 a MSD(t)J

n nz

MSD muze byt vyjadiena kubickou rovnici:
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MSD(t) = x - x3+( 22+;L4)x2+(;i2+2%)x+1— L

wiz? w wé z2 N2G(t)2

=0 (51)

3wgz2
Jednotlivé parametry rovnice jsou softwaroveé vypocitany z autokorelacni kiivky: N — primérné

mnozstvi molekul v efektivnim objemu
N =1 -T185 ol (52)

¢ — koncentrace molekul v efektivnim objemu
N

C = (53)

VEFFNa

Wo — efektivni lateralni fokalni polomér pii intenzité 1/¢?

1
Verrls
Wy = [%]3 T~ %5 (54)
o — efektivni fokalni polomér
Zo = KWy (55)

D — difuzni koeficient difundujici ¢astice

D[k] = —¥8 56
 4tpislk] (56)

kde Ve je efektivni excitaéni objem.
Pti zanedbani ¢lenu v rovnici autokorela¢ni funkce, ziskame jeji aproximovanou formu a MSD
pak lze vyjadtit jako:

3 1
MSD(t) = 2w} (m - 1) (57)

Vypocet MSD(t) z aproximované rovnice ma vsak jisté omezeni, které predstavuje oblast, ve
které¢ experimentalni hodnoty jiz nekoreluji s teoretickymi. Jelikoz wollze? << 1, lze vyraz
v odmocning v rovnici (50) zanedbat pouze tehdy, je-li MSD < 3 z,%/2.

Pro celkové porovnani vysledkil byly vypocitany teoretické hodnoty MSD podle rovnice:

pT 5T 41012 [um?] (58)

MSD = 6Dt: D = P MSDieor. =

nndc
kde D je difuzni koeficient, kg Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, 7 je
dynamicka viskozita, d. primér Castice a t je Cas.

Kofeny kubické rovnice (51) byly ziskdny pomoci programu MTLAB (pro vypocet MSD byl
pouzit pouze redlny kotfen) a k vytvoreni grafickych zavislosti zakladnim vypoctim byl pouzit

MS Excel [48].
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4.4.3 Video-mikroreologie

Ptipravené vzorky byly pfed méfeni aplikovany do specidlné vytvorené¢ho mikroskopického
sklicka, kde bylo nutno pomoci krycich skli¢ek a UV lepidla vytvofit kapsli pro nadavkovani
vzorku. Tato kapsle byla zaplnéna vzorkem pomoci pipety Eppendorf (20 um) a zabranovala tak

nechténému pohybu vzorku na podloznim sklicku.

"~ kryci sklicka

o SR ;
3. " " UV-lepidlo
e " podlozni sklicko
Obr.22: Priprava podlozniho sklicka pro méreni VPT mikroreologie

Zakladem uspésného zpracovani dat a ziskani kvalitnich vysledku je pouziti mikroskopu, at’ uz
jejiz kvalita mize vyznamné ovliviiovat kvalitu nahraného videa a tim i vysledky samotné.
Rozliseni zvolené kamery ma vliv na pomér signal/Sum. Podstatnou roli hraje i rychlost snimani
vzorkd, kterd urcuje minimdlni frekvencéni rozsah vyslednych funkeci.

Délka potizeného videa je variabilni a méla by byt zvolena vzhledem k rychlosti snimani videa
a charakteru vzorku. U viskoelastickych latek je pohyb ¢astic mnohdy velmi nepatrny a je nutno
poftidit delsi zdznam, aby byl 1 tento velmi pomaly pohyb zaznamenan. Délka ziskaného videa
samoziejmé také ovliviiuje rychlost a komplikovanost zpracovavani dat. U viskdznich vzorku,
mezi které patii Newtonské kapaliny a kde tepelny pohyb probiha plynule je vhodné pofizeni
krats$iho videa a zabranit tak zbyte¢né zdlouhavému procesu zpracovavani dat.

Pouzitim klasického optického mikroskopu ziskdme obraz tmavych ¢astic na svétlém pozadi

na rozdil od fluorescenéniho mikroskopu, kde jsou vystupem svétlé Castice na tmavém pozadi.
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Tento druhy ptipad je zaddouci pro zpracovavani ziskanych videi v IDL softward. Pokud vSak

mame k dispozici pouze klasicky opticky mikroskop, pak je moznost videa jednoduSe invertovat

pro ziskani pozadovaného formatu v samotném softwaru.

Po nahréni kvalitniho videa jsou data zpravovana pomoci postupt v softwaru IDL. Cely proces

vyhodnocovani dat mize byt rozdélen do tii zdkladnich fzi, jak je znazornéno v nasledujicim

diagramu.

Nacteni videa Filtrace pozadi Identifikace &astic
do softwaru snimkt (polomér, svétlost)

Urceni polohy
¢astic v kazdém
snimku

Odstranéni driftingu —

Sledovani ¢astic | Identifikace ¢astic

Vypocet MSD (t)

Vystupy

f
e

Vytvofeni trajektorii
spojenim sledovanych bodu

Vypodet G', G

Obr.23: Pracovni postup zpracovani videa pro ziskani vyslednych zavislosti pro
charakterizaci vzorku [23]

Prvni faze - identifikace Castic zacind nactenim videa v IDL, po kterém néasleduje filtrace

pozadi snimkd potfebna pro zlepSeni identifikace castic. Tento krok eliminuje vznikly Sum

a usnadiiuje lokaci skutednych &astic. Castice jsou identifikovany na zakladé jejich velikosti,

excentricity a svétlosti v kazdém jednotlivém snimku.
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Obr.24: Znazorneéni konverze snimku a identifikace castic podle zadanych parametrii

Precizni identifikace Castic je nezbytnd pro nasledné zpracovani a eliminovani pifipadnych
chyb. Propojenim polohy ¢astice v delSim Casovém intervalu se vytvaii jeji trajektorie, po jejichz
zobrazeni je zfetelny prabéZzny pohyb v Case, ktery by mél odpovidat pouze tepelnému Brownovu
pohybu, a tedy byt zcela nahodny ve vSech smérech. Moznosti zobrazeni zahrnuji také
histogramy, tedy grafické znazornéni distribuce pohybu castic. Brownlv pohyb je
charakterizovan Gaussovskou distribuci a jakakoliv odchylka od této skutecnosti naznacuje
rozdilny pohyb c¢astic v jednotlivych Eastech vzorku, tedy miru heterogenity zkoumaného

systému.
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Obr.25: Gaussovska distribuce pohybu castice

V nékterych pfipadech vSak muze dochazet k negaussovskym distribucim vlivem
nedostatecného rozliseni pouzitého méficiho systému. Hlavnim divodem je tzv. ,,pixel biasing®,
kdy jednotlivym ¢asticim neni pfisouzen dostatecny pocet pixelll a jemny pohyb €astic pak neni
dostatecné diikladné sledovan. Vlivem tohoto jevu se pak miZze zdat, ze castice poskakuji
v urcitych intervalech, coz se projevi ve van’t Hoffov¢ distribuci tvorbou ,.kopci®, jak je vidét na
obrazku 26. Zejména pro mensi velikosti ¢astic je bohuzel tento jev pomérné Casty i v systémech
s relativné dobrym prostorovych rozliSenim. Tento fakt komplikuje interpretaci namétenych dat

s ohledem na homogenitu ¢i heterogenitu vzorku.
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Obr.26: Van Hofova distribucni funkce ovlivnena tzv. ,, pixel biasing *

V nékterych ptipadech miZe nastat situace, kdy pohyb Céstic se nejevi jako nahodny, ale
prevazuje v jednom sméru. Tento jev, zvany ,drifting®, je zptsoben celkovym pohybem vzorku
¢i okolnimi nezddoucimi vlivy prostfedi a pro spravnost vysledkil je nutné jej eliminovat
pouzitim specidlné vytvofeného skriptu. Neodstranéni driftingu ze vzorku by vedlo k zavedeni

velké chyby méfeni a nespravné interpretaci vysledkd.
4.4.4 Méreni mikroreologie mezifizového rozhrani

Jelikoz bylo tfeba docilit toho, aby castice zlstaly na mezifdzovém rozhrani, byl do roztoku
mikroreologickych ¢astic pfidan roztok isopropylalkoholu, tedy latky s nizsi hustotou, ktera se
bude drzet na mezifazovém rozhrani. Po mnoha pokusech byl stanoven pomér: 2,7 ml
vody + 0,3 ml roztoku izopropanolu + 15 um mikroreologickych ¢astic) jako nejlepsi pro dané
méieni.

K samotnému meéteni byla pouzita specidlni cela vyrobena pro tento typ méteni.
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Obr.27: Cela pro méreni mezifazové mikroreologie upravena pro dve rizné vysky
zasobniho roztoku

Zasobni roztok HSA nebo BSA byl napipetovan do ptipravené a precizné vyc€isténé cely. Thned
byl na povrch roztoku nadavkovan pfipraveny roztok castic pomoci injekéni stiikacky (60 -
70 ul). Cas nadavkovani ¢astic na mezifazové rozhrani byl oznaen jako &as to. Roztok byl
ponechan 30 min v laboratofi pro odpafeni izopropanolu zroztoku. Poté byla cela pfikryta
krycim sklickem. Prvni méfeni bylo provedeno v ¢ase t =60 min. Pro tyto experimenty byl
pouzit inverzni mikroskop (jak na Emory Univerzité, tak na FCH VUT). Pro vyhodnoceni byl

vyuzit stejny postup jako u vyhodnoceni klasické jednocasticové mikroreologie.
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Obr.28: Ukdazka trajektorii castic pred (A) a po (B) pouziti skriptu na odstranéni driftingu

Posledni faze je zaméfena na ziskavani vystupnich informaci vedouci k identifikaci charakteru
vzorku na zdkladé pohybu sledovanych ¢astic. Dilezitym bodem je ziskani ¢asové funkce MSD.
Z této zavislosti je mozné ziskat také elasticky ¢i ztratovy modul v zavislosti na frekvenci, ktery
charakterizuje miru elasticity ¢i viskozity zkoumaného systému [23,106]. Vyhodnoceni cCastic
pohybujicich se na mezifazovém rozhrani se mirné lisi od ¢astic, které se nachazi v roztoku (viz.

Kapitola 5.7).
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Obr.29: MSD(t) pro Newtonskou kapalinu (o. = 1)

66



Ze ziskanych hodnot zadvislosti MSD na case pouzitim jiz pfipravenych IDL skripti pro
transformaci a tvorbu elastického a viskozitniho modulu na frekvenci, je vytvofena zavislost
charakterizujici miru elastické a viskozni slozky v zavislosti na frekvenci, stejné, jak je tomu

u klasické reologie.
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Obr.30: Elasticky (trojuhelniky) a viskézni modul (kolecka) v zavislosti na frekvenci pro

viskoelastickou latku
4.4.5 Statické a dynamické chyby méreni PTM

Standartni vybaveni pro mikroreologické méteni (VPT) zahrnuje vysokorychlostni kameru spolu
s optickym mikroskopem, na jejichZz zakladé je moZno ziskat videa pohybujicich se ¢astic ve
vzorku. Sestava umoziuje Siroky Casovy rozsah métfeni pro vysokorychlostni kamery (high -
speed cameras). Subpixelové prostorové rozliSeni je ziskdno presnou lokaci stiedu castice,
odpovidajiciho nejlépe n€kolika pixelim [107]. Pii obvyklém zvétSeni stovek nanometrti na pixel
je zpravidla dosazeno prostorového rozliseni v desitkach nanometrt [108].

Pro sledovani castic s maximalni pfesnosti je zapotfebi jiz sofistikovangjSitho a cenoveé
nakladnéjsiho vybaveni zahrnujiciho citlivé detektory zlepSujici kvalitu signalu [108]. Jiné

zdokonaleni ptredstavuje pouziti konfokalniho mikroskopu ¢i vicefotonové mikroskopie, coz ma
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za nasledek snizeni Sumu pozadi. Za téchto optimalizovanych podminek je mozno dosahnout
prostorového rozliseni v rozmezi nékolika jednotek nanometrti [109].

K charakterizaci pohybu c¢éstice jsou stanovovany veli¢iny jako MSD (mean squared
displacement) ¢i PSD (power spectral density) charakterizujici pohyb ¢astice. Z algoritmu pro
ziskani téchto hodnot vyplyva potieba ziskani velkych souborii dat k zajisténi vysoké statistické
ptresnosti méteni. V mnoha studiich byl prokazan vliv limitovaného prostorového rozliseni na
presnost vysledkti a vzniklé chyby mohou vyznamné ovlivnit fyzikalni interpretace vysledka
[109]. Prostorové rozliseni bylo kvalitativné i kvantitativné studovano na nepohyblivych
Casticich, pticemz piispévek prostorového rozliSeni je nazyvan ,.statickou chybou* v lokalizaci
¢astice. Diky kone¢nému casu expozice vyvstava dalsi skupina lokaliza¢nich chyb, které zavisi
na dynamice pohybujicich se ¢astic a jsou oznafovany jako ,.chyby dynamické®. Existuje jiz
odhad vlivu téchto dvou chyb na kone¢nou hodnotu MSD(t) diky némuz je moZno ziskat precizni

data k vyhodnoceni dynamiky pohybu ¢astice [110].

Vliv experimentalnich chyb na funkci MSD(1)

Jak jiz bylo zminéno, u typického PTM experimentu mohou nastat dvé zakladni chyby, a to
sledované ¢astice. Druhou chybou je chyba dynamické vznikajici omezenim rychlosti pofizovani
snimku zaznamenavajici pohyb ¢astic [110]. Staticka chyba je spojena s piesnou lokalizaci stedu
¢astice a zavisi na poméru signal-Sum, na velikosti kazdé¢ho pixelu a na zvoleném algoritmu
sledovani ¢astic [110]. Dynamicka chyba zavisi na dynamice Castice a miZze byt snizena

zvySenim rychlosti sniméani pohybu castice.
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Obr.31: Efekt moznych chyb na MSD Newtonskych kapalin. Modra cara predstavuje

skutecnad data bez vlivu jakékoliv chyby, zatimco barevné cary reprezentuji MSD zahrnujici
experimentdlni chybu: zelena cara (subdifuzivni chovani castic a<l) — dominuje staticka
chyba. Cervend céara (superdifiizivni chovani a>1) — dynamicka chyba je dominantni[112].

4.4.6 DLS mikroreologie

M¢éteni mikroreologie pomoci DLS je komplexni proces, ktery se sklada ze dvou zékladnich
Casti:
Méreni zeta potencidlu a velikosti ¢astic.
- Megfeni zeta potencialu slouzi k zjisténi, zda dochazi k interakcim mezi casticemi
a samotnym vzorkem. Pro mikroreologickd méfeni je dulezité zvolit Castice, které
neinteraguji se zkoumanym vzorkem, aby vysledky odrazely vlastnosti samotného
okolniho prosttedi.
- Mcéfeni velikosti ¢astic odhali, zda dochazi ve vzorku ke shlukovani ¢éstic nebo zda signal

¢astic vzorku piekryva signal mikroreologickych ¢astic.
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- Pro porovnani ¢astice zméteny nejprve v rozpoustédle a poté v samotném vzorku. Pokud
by se vysledek diametralné lisil, pak je tieba zvolit ¢astice s vhodné&jsim povrchem nebo

do vzorku piidat vétsi mnozstvi ¢astic, aby byl signal Castic intenzivnéjsi.

Méi'eni mikroreologie

V piipadé, ze byla potvrzena spravna volba mikroreologickych c¢astic pomoci méfeni zeta
potencialu a velikosti ¢astic, lze méfit samotnou mikroreologii. Pohyb cCastic ve vzorku je
sledovan pomoci laserového paprsku a poté MSD(t) kiivky a hodnota viskozity jsou z pohybu

vyhodnoceny pomoci softwaru.

Meéreni zeta potenciilu ke studiu interakci mezi vzorkem a Meéieni velikostik monitorovini rozptylu na ¢asticich ana
Casticemi vzorku
4 N 4 )
Meéieni ZP a velkosti Meéi‘eni velikosti |
%
sond v rozpoustédle sond ve vzorku
\. J Jsou velikosti
,l, T monomodailni?
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Meéieni ZP mé¥icich Vyber jiny povrch Piidani méficich
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Obr.32: Schéma mereni mikroreologie pomoci DLS, Zeta Sizer ZS software

5 VYDLEDKY A DISKUZE

5.1 Vytvoieni MATLAB scriptu pro zpracovani dat video-mikroreologie

(mikroviskozimetrie)

Softwarti pro zpracovani videi pohybu mikroreologickych ¢astic existuje jiz cela fada. Na tplném
pocatku byly vytvoreny kody v IDL (interactive data language) [40,111], které byly napsany
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samotnymi autory mikroreologie. Tento zptisob vyhodnoceni dat jsem také pievazné pouzivala v
této dizertacni praci. Jelikoz vSak IDL neni bézné dostupny software a jeho pofizovaci cena je
vy$8i, byly kody nasledné piepsany do programu MATLAB [113], programovaciho jazyku
Python [114] ¢i byl vytvofen program Labview [115]. VSechny vySe uvedené programy vsak
vyzaduji zna¢nou znalost pouzivaného programovaciho jazyka a pro laického uzivatele
ptredstavuji velmi obtizné vyuziti.

Mikroreologie umoznuje charakterizaci viskoelastickych vlastnosti materialti z velmi malého
objemu vzorku a tyto parametry jsou popsany pomoci elastického a viskozniho modulu. Tvorba
a vypocet moduld je matematicky velmi naro¢ny proces a vyse uvedené softwary jsou k tomuto
ucelu prizptisobené. Pomoci mikroreologie je mozné také charakterizovat viskozitu materidlu
Z funkce MSD(t), coz pfedstavuje pomérné nekomplikovany postup zpracovéani dat. Jednoduchy
software uréeny k tomuto ucelu, ktery by byl volné dostupny a uzivatelsky piivétivy vSak chybi.

V ramci dizertaéni prace byl program tohoto typu vytvoien ve spolupraci s biofyzikalnim
ustavem akademie véd a fakultou informatiky Masarykovy univerzity v Brn¢. Jednoduchy skript
je vytvoten v prostfedi Matlabu, nevyzaduje v$ak prakticky zadnou hlubsi znalost zminéného
programovaciho jazyka. Vyhodnoceni viskozity pomoci matlabu ptedchazi pouziti softwaru
ImageJ ¢i1 ICY k apravé zékladniho videa sledovani castic pomoci Particle tracking pluginu
Imagel softwaru, ktery je uzivatelsky jedoduchy a volné dostupny na internetu.

Grafické znazornéni jednotlivych kroki pii vyhodnocovéani viskozity zkoumaného materialu
zobrazuje obr. 33. Cely proces je tvofen z nékolika zakladnich krokt, béhem kterych dochazi
k vybéru vhodnych c¢astic a jejich trajektorii pro vypocet viskozity. V prvni fazi dochazi
k vyfiltrovani pfili§ kratkych trajektorii (kratSich nez 30 snimki), které jsou pro vyhodnoceni
nevhodné, jelikoz se ve velké mife jedna pouze o Sum [40]. Nasleduje vypocet MSD jako funkce
Casu a filtrace funkce minimalniho korela¢niho koeficientu vedouci k vylouceni anomalnich
trajektorii. Pomoci zmény rozsahu 3c iteraci jsou vyloufeny subpopulace s anomalnim

chovanim. V kone¢né fazi pak dochazi k vypoctu viskozity vzorku z vybranych trajektorii astic.
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Obr.33: Proces vyhodnoceni viskozity z trajektorii castic pomoci vytvoreného skriptu v MATLABu
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Pomoci zakladnich experimentli byla dokdzana funkénost tohoto postupu u modelovych
materiald. Sortware by pouzit k vyhodnoceni viskozity homogenniho materidlu—koncentra¢ni
fady glycerolu (10, 20, 40, 60, 80% w/w). Viskozita téchto vzorki byla pro porovnani
zméfena také pomoci padového viskozimetru a klasického reometru. Videa pohybu
mikroreologickych Castic o velikosti 1 um byla vyhodnocena jak pomoci nové vytvorenho

softwaru, tak také pomoci IDL. Zavérm byla data porovnanataké s tabelovanymi hodnotami.
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Obr.34: Vysledky méreni viskozity glycerolové koncentracni rady

Z vysledkti méfeni a vyhodnoceni roztokd glycerolu nékolika metodami je pfi jejich
porovnani viditelna vyrazna shoda dat ptedevs§im pro vzorky s niz§im obsahem glycerolu.
Pokud se cilené¢ zaméfime na vysledky ziskané vyhodnocenim dat pomoci nové vytvoreného
MATLAB skriptu, miizeme konstatovat, ze je tato metoda velmi vhodna pro méteni viskozity
homogennich vzorkd. Data jsou ziskavana se stejnou piesnosti, jako je tomu u ostatnich
viskozimetrickych technik. Mirné odchylky pfevdzné u roztoku s nejvyssi koncentraci
glycerolu (80%) mohly byt zplisobeny nejenom chybou daného méteni, ale také mohly byt
ovlivnéné chybou pii ptipravé vzorki a praci s velmi viskoznim 99,8% glycerolem.

Jako heterogenni reprezentativni vzorek pro mikroreologickd méfeni byl vybran
vysokomolekularni (Mw = 1500 - 1750 kDa) vodny roztok kyseliny hyaluronové. Video
pohybu ¢astic v roztoku HA bylo vyhodnoceno jak pomoci MATLAB skriptu, tak také
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pomoci IDL softwaru. Oba pristupy ukazovaly v podstaté totozné vysledky (Obr. 35).

Maximalni neptesnost nepiesahovala 15 %.
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Obr.35: Vysledky méreni roztokii vysokomolekularniho hyaluronanu o riiznych

koncentracich

V ptipadech, kdy je tfeba méfit viskozitu biologickych vzorkli mize limitni mnozstvi
biologického vzorku predstavovat v mnoha piipadech velkou piekazku. Bézny reometr
vyzaduje nékolik mililitrd vzorku pro jedno méfeni. Oproti tomu, videomikroreologie
pouzitim Matlab skriptu poukazuje na své vyhody pii méfeni viskozity mysi plazmy (objem
vzorku 10 pl). Namétena hodnota mysi plazmy pomoci video-mikroreologie a nasledném
vyhodnoceni videi pomoci Matlab skriptu souhlasi s hodnotou uvedenou vV literatuie
(1,9 mPa) [116].

Opticka mikroreologie v kombinaci s Matlab skriptem piedstavuje velmi jednoduchou
a spolehlivou cestu ke stanoveni viskozity pfevdzné jemnych a transparentnich materiald.
Vsechny potiebné softwary jsou volné¢ dostupné na internetu, a proto nepiedstavuji pro
uzivatele zadné dalsi finan¢ni vydaje. Pro jeho jednoduchost je software vhodny pro bézného

uzivatele bez hlubsich znalosti specialniho softwaru.
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5.2 Vliv vlastnosti ¢astic na mikroreologickda méreni
5.2.1 VIliv povrchu ¢astice

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.8, spravna volba méficich ¢astic - sond hraje vyznamnou
kritéria patii velikost Castice, hustota materialu, ze kterého je Céstice vyrobena a povrch
sledované Castice. Spravna velikost ¢astice by méla byt zvolena vzhledem k mikrostruktuie
zkoumaného vzorku. U idedln¢ vybrané velikosti se Castice pohybuje v materidlu a béhem
svého pohybu nardzi na strukturni jednotky okolniho vzorku. Z trajektorii Castic je poté
mozno Vydedukovat vlastnosti okolniho prostfedni. V pfipad¢€, Ze je Castice ptilis mala, mize
se pohyb odehravat pouze v strukturnich pérech materialu a odrazet tedy vlastnosti samotného
rozpoustédla misto vlastnosti zkoumaného materialu.

Hustota materialu zvolené Castice musi byt co nejbliz§i hustoté zkoumaného vzorku,
abychom zamezili nezadouci sedimentaci ¢astic nebo jejich vyplavani na povrch. Stejné tak je
nazadouci interakce ¢astice s okolnim prostfedim, aby nebyly negativné ovlivnény reologické
vysledky. Z téchto duvodi je dulezité zvolit takovy povrch ¢astice, ktery by byl inertni ke
zkoumanému materialu. Mozné interakce mezi ¢astici a materidllem mohou byt odhaleny
pomoci charakterizace zeta potencidlu meéficich cCastic v rozpoustédle a porovnanim
S hodnotou zeta potencidlu sond ve zkoumaném vzorku. Pokud dochazi ke
zminénym interakcim, pak se hodnota zeta potencialu ¢astic ve vzorku bude zasadné lisit od
zeta potencialu ¢astic v samotném rozpoustédle.

Pro méfeni byly vybrany tfi druhy &astic s riizn€ nabitym povrchem: PS (polystyrenové
castice), PS — COOH (polystyrenové Castice se zdporn€é nabitym povrchem), SiO; — NH;
(Castice s kladné nabitym povrchem). Interakce mezi Casticemi a okolnim prostiedi byly

sledovany ve vodném roztoku hyaluronanu (M,, = 750 kDa, ¢ = 1g/I).

Tabulka 1: Hodnoty zeta potencialti ¢astic ve vodé a ve vodném roztoku hyaluronanu:

Castice Zeta potencial ve vodé (mV) Zeta potencial ve vzorku (mV)

SiO2-NH; 33,8 +£3,99 -45,64 £ 3,66
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Obr.36: Rozdil zeta potencidlu castic ve vodé a ve vzorku
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Obrazek 36 znazornuje rozdil zeta potencialti jednotlivych ¢astic ve vodé a ve zkoumaném
vzorku, kterym je vodny roztok kyseliny hyaluronové (M, =750 KDa). U kyseliny
hyaluronové, jakozto zaporné nabitého polymeru, je ptfedpokladem, ze nejvhodnéjsi z trojice
Castic urCenych k méteni viskoelastickych vlastnosti budou c¢astice zaporné nabité (PS-
COQOH), které by nemély s biopolymerem nijak interagovat. Na druhém misté v Zebticku
vhodnosti povrchu ¢astic pro biopolymerni roztok jsou polystyrenové ¢astice bez naboje (PS).
Nejméné vhodné by mély logicky byt Castice kladné nabité, kde by mély nastat interakce
mezi kladné nabitymi ¢asticemi a zaporn€ nabitym biopolymerem.

Z namétenych hodnot zeta potencialu je vsak patrné, Ze nejvhodnéjsi ¢astice s nejmensim
rozdilem zeta potencialu jsou nenabité polystyrenové ¢astice. Zaporné nabité polystyrenové
Castice vykazovaly o néco vétsi rozdil zeta potencialu. Znaény rozdil zeta potencialu byl
pozorovan u kladné nabitych castic, tedy dochézelo zde k nejvétsi mite interakci a tyto Castice
nejsou vubec vhodné pro mikroreologické méfeni roztoki kyseliny hyaluronové. Tento fakt je
také podpofen méfenim MSD(t) pro vSechny zkoumané ¢astice (Obr. 37). Pro nenabité (PS)
a zaporn¢ nabité Castice (PS-COOH) se kiivky lisi pouze minimalné€. Rozdil pro kladn€ nabité
¢astice byl vSak pomérné markantni a potvrzuje teorii, Ze kladn€ nabité ¢astice nejsou vhodné

pro méfeni zaporné nabitych biopolymernich roztokd.
5.2.2 Vliv velikosti ¢astic

Pro eliminaci vlivu nehomogenit na méfeni pomoci ¢astic o rizné velikosti, bylo provadéno
méfeni v koncentraéni fad¢ glycerolu. Pro méfeni byly pouzity tii rizné velikosti Castic
(0,5 um; 1 um; 2 um). Velikost ¢astice by v piipadé homogenniho vzorku neméla hrat zadnou
podstatnou roli. Jediny rozdil miZze nastat v pfipadé velmi koncentrovaného vzorku, kde je
viskozita pomérné vysokd, a mensi ¢astice Se mohou pohybovat ve vzorku lépe nez Castice
veétsi (coz vyplyva z teorie Brownova pohybu). Tento jev byl potvrzen, jak je vidét
v nasledujici tabulce (tabulka 2) i obrazku (obr. 38). VSsechny naméfené hodnoty odpovidaly
hodnotdm tabelovanym, s vyjimkou nejkoncentrovanéjsiho vzorku. 80% glycerol jiZ byl pro
tepelny pohyb mikroreologickych ¢astic piili§ viskdzni a vyskytuje se tedy jiz za hranici
méfitelnosti pasivni mikroreologie pfi pouziti ¢astic o praméru vétsim nez 0,5 um. Castice
o mensich velikostech by teoreticky byly schopny pohybu i ve vice koncentrovanych
vzorcich, vyzaduji v§ak mnohem vyspélejsi aparaturu s vét§im rozliSenim a rychlosti snimani
mikroreologickd méteni. Pro nazornost byly vysledky porovnany s tabelovanymi hodnotami

a hodnotami ziskanymi méfenim na klasickém reometru.
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Tabulka 2: Hodnoty viskozit glycerolové koncentracni fady urcené riznymi metodami

Viskozita Hmotnostni procenta glycerolu ve vodée
[mPa.s] 10 % 20 % 40 % 60 % 80 %
Tabelované
1,31 1,77 3,75 10,96 62,00
hodnoty
Klasicka
) 1,63 2,47 4,50 12,40 61,71
reologie
Mikroreologie:

0,5 um c¢astice | 1,26+0,05 | 1,89+0,10 | 3,35+0,06 | 9,65+0,45 | 37,48+0,19
1 pm céstice 1,32+0,03 | 188+0,12 | 3,37+0,22 | 10,05+1,17 | 40,31 +3,85
2 pm Castice 163+0,44 | 158+0,36 | 3,74+0,13 | 898+0,55 | 27,28 +1,06
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Obr.38:

Hodnoty viskozit glycerolové koncentracni rady urcené riznymi metodami a 3
riiznymi velikostmi castic (0,5 um, 1 um, 2 um)

Vliv velikosti ¢astic byl poté zkouman také na nehomogenni fad€ vzorkl, kterou byla
koncentra¢ni fada vodného roztoku kyseliny hyaluronové (300 - 500 kDa). Zde se namétené
hodnoty pouzitim rtzné velikosti Castic zdsadné liSily. Rozdil se zvétSoval s rostouct

koncentraci kyseliny hyaluronové. Vzorky byly pro porovnani zmeéfeny také metodou
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klasické reologie. Zobrazku 39 je patrné, Ze hodnoty viskozit naméfené pomoci
polystyrenovych ¢astic o velikosti 0,5 pm odpovidaji nejvice hodnotdm ziskanym klasickou
reologii. Pro velmi nizké koncentrace (0,01% a 0,1%) roztoku hyaluronanu vykazuji vysledky
velmi dobrou shodu. Pro 0,5% a 1% roztoku jsou 2 um ¢astice piili§ veliké, aby se mohly ve
vzorku pohybovat tepelnym pohybem a tudiz ¢astice nejsou schopny charakterizovat piesnou

hodnotu viskozity.
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Obr.39: Hodnoty viskozit hyaluronové koncentracni rady pomoci mikroreologického
méreni s riznou velikosti castic a pomoci klasické reologie

5.3 Zavedeni a ovéfeni moZnosti aplikace FCS mikroreologie
5.3.1 Méieni homogennich vzorku

Moznosti FCS mikroreologie byly testovany na homogennich vzorcich roztokli glycerolu
a Cistém rozpoustédle — vodé, s pouzitim 100 nm ¢astic. Pro tyto vzorky jsou znamy hodnoty
viskozit pti dané teploté, a tudiz je zde moZnost porovnani S tabelovanymi hodnotami. Pro
srovnani byly stejné vzorky méfeny také pomoci DLS mikroreologie (s pouzitim 100 nm
castic) a video-mikroreologie (s pouzitim 1 um castic). Prestoze je velikost Castic velmi
dilezita pro interpretaci ziskanych vysledkt (viz. kapitola 2.8), byla u video-mikroreologie
zvolena odli$na velikost ¢astic pro méfeni. Dlivodem vétsi velikosti ¢astic byla jejich snizena
mobilita ve vod¢ a timto se mnohonasobné prodlouzil interval, ve kterém bylo mozné ¢astice
pozorovat pod mikroskopem v dané 2D hladin€. Pro porovnatelnost byla z vysledkit MSD(t)

1 um ¢astic vypocitana viskozita roztoku a z vysledné viskozity byla zpétné ur¢eny hodnoty
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funkce MSD(t), které¢ by platily pro ptipad 100 nm ¢astic. Jelikoz se jednd o homogenni
vzorky, mlizeme si tento zplisob pfepocitani dovolit. V grafu je také vyobrazena funkce

MSD(t) na zakladé tabelovanych hodnot — tedy piedstavujici vysledek za idealnich podminek.

1,E+03
1E+02 | — Teoretické hodnoty voda
—_— 40% glycero
1,E+01 i DLS 0 g y
1,E+00 - FCS 80% glycero
‘gl,E-Ol | =Video-mikroreologie
é1,E-02 .
3
S 1,E-03 -
1,E-04 - N
1E-05 1 F
1,E-06 -
&
1,E-07 . . . .
1,E-07 1,E-05 1,E-03 , 1,E-01 1,E+01 1,E+03
¢as (s)
Obr.40: Porovnani vysledkit mreni FCS (100 nm), DLS (100 nm) a video-mikroreologie

demineralizované vody, 40% a 80% roztoku glycerolu

Na prvni pohled je z grafu patrny rozdilny €asovy interval méfitelnosti pro jednotlivé
metody. Zatimco DLS mikroreologie ukazuje data v nizSich ¢asech, video — mikroreologie
naopak vyjadiuje pohyb c¢astic ve vyssich ¢asovych intervalech. Tento fakt je dan charakterem
samotnych méfeni, (které jsou charakterizovany v kapitolach 2.3, 2.4 a 2.6). Oproti tomu FCS
mikroreologie je schopna vykazovat MSD(t) od velmi nizkych aZ po velmi vysoké Casy.

U vzorku demineralizované vody jsou vysledky vSech pouZzitych metod srovnatelné
s tabelovanymi hodnotami. Také vysledky méteni 40% glycerolu jsou velmi blizké idedlnim
hodnotam. Drobné odchylky mtizeme pozorovat v piipadé 80% roztoku glycerolu. K tomuto
faktu vsak mohou pfispivat rtizné faktory, jako naptiklad chyba pii pipetovani velmi
viskozniho 99,9% glycerolu. Odchylka kfivky od linearity na poc¢atku u vysledkd ziskanych
video - mikroreologii je velice Casto zpisobena vysokym Sumem pii méfeni a neodrazi tak
vlastnosti zkoumaného vzorku, ale pouze nedokonalosti samotného meéficiho systému ¢i

postupu méteni.
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5.3.2 Méreni heterogennich vzorku
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Obr.41: Porovnani vysledkit mreni FCS (100 nm), DLS (100 nm) a video -

mikroreologie pro roztok hyaluronanu (Mw = 1500 — 1750 kDa) o koncentraci
0,01 mg/ml, teoreticka hodnota v grafech zndazornuje tabelované hodnoty pro pripad

samotného rozpoustédla
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Obr.42: Porovnani vysledkit mreni FCS (100 nm), DLS (100 nm) a video-mikroreologie

pro roztok hyaluronanu (Mw = 1500 — 1750 kDa) o koncentraci 1 mg/ml; teoretickd
hodnota v grafech znazornuje tabelované hodnoty pro pripad samotného rozpoustédla
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Jako priklad heterogennich vzorkl byly zvoleny dva roztoky hyaluronanu o koncentracich
0,01 mg/ml a 1 mg/ml. Teoreticka hodnota v grafech v tomto ptipad¢ znazornuje hodnoty pro
pfipad rozpoustédla, tedy demineralizované vody. U 0,01 mg/ml roztoku hyaluronanu neni
patrny zadny podstatny rozdil vzhledem k vysledkiim métfeni demineralizované vody. Pouze u
vysokych cast je patrny mirny odklon MSD(t) kiivky od tabelované hodnoty, poukazujici na
fakt, ze se nejednd Cisté o homogenni vzorek s linedlni odezvou, ale vzorek, ktery vlivem
pritomnosti 1 malého mnozstvi vysokomolekularniho hyaluronanu vykazuje jistou miru
viskoelasticity. Koncentrace fetézci hyaluronanu je v tomto piipadé tak mala, Ze jsme
schopni jejich pfitomnosti zachytit pouze ve vyssich métenych casech.

Ktivky MSD(t) popisujici roztok hyaluronanu o koncentraci 1 mg/mi jiz vykazuji odlisny
tvar oproti malo koncentrovanému vzorku. Je zde velmi patrny odklon od hodnot samotného
rozoustédla a jejich pokles charakterizuje zvySeni viskozity méfeného vzorku. Nelinearita
a,.esovity” tvar kiivky naopak charakterizuje pfitomnost elastické slozky zkoumaného
materialu. Jelikoz se jiz jedna o silné heterogenni vzorek, nejsou prepocitané hodnoty video-
mikroreologie srovnatelné s vysledky ostatnich metod métenych pomoci 100 nm ¢Eastic.
Oproti tomu vysledky DLS mikroreologie kopiruji kfivku ziskanou pomoci FCS
mikroreologie. Jak je tedy z vysledkt méfeni patrné, obé tyto metody jsou schopny v daném

casovém intervalu charakterizovat vlastnosti vzorku se stejnou presnosti.
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Obr.43: Porovnani vysledkit méreni FCS (100 nm) a DLS (100 nm) o trech

Molekulovych hmotnostech (Mw = 90 - 130 kDa;500 - 750 kDa; 1500 - 1750 kDa) a
koncentraci 10 mg/ml s pouzitim 30 nm Cdastic, teoretickda hodnota v grafech zndzornuje
tabelované hodnoty pro pripad samotného rozpoustédia

oy ee

u ptedchozich vzorki, a to hlavné u vyssich molekulovych hmotnosti. Proto byly pro méteni
zvoleny c¢astice o niz8i velikosti méficich ¢astic, a to 30 nm, které vykazuji dostate¢nou
pohyblivost i u koncentrovanéjSich vzorki a pro samotné méfeni jsou tedy vhodné&jsi. Pro
video — mikroreologii jsou naopak tyto 30 nm ¢astice nepouzitelné, jelikoz optika
piistrojového vybaveni je omezend a neni schopna zobrazovat tak malé ¢astice v dostate€ném
rozliSeni. Pro tyto pfipady je metoda FCS mikroreologie nejvhodnéjsi volbou, jelikoz je

schopna sledovat pohyb velmi malych castic v dlouhém ¢asovém intervalu v 3D systému.
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5.4 Aplikace reologie a mikroreologie ke studiu vlivu teploty na viskozitu

roztoku hyaluronanu

Jako jedna z oblasti aplikace pasivnich mikroreologickych technik zavedenych a rozvinutnych
béhem dizertatni prace byly zvoleny roztoky kyseliny haluronové. Pochopeni
viskoelastického chovani roztoki kyseliny hyaluronové pii riaznych teplotach, hraje dilezitou
roli pro jeji vyuziti v mnoha primyslovych odvétvich, ve vyrobnim procesu, v kosmetickém
a farmaceutickém pramyslu ¢i medicinskych aplikacich.

Viskoeastické vlastnosti tohoto biopolymeru jsou jiz na FCH dlouhodobé zkoumany
pomoci klasické reologie. Pro mikroreologicka méfeni byla jako nejvhodnéjsi z dostupnych
technik zvolena DLS mikroreologie s pouzitim 100 nm ¢astic. Tento typ mikroreologie byl
vybran z davodu pfitomnosti termostatu v pfistroji a tedy moznosti ptfesné kontroly
momentalni teploty méten¢ho vzorku, a to az po teplotu 90 °C. Jako porovndvaci metoda byla
zvolena klasickd reologie. Podle rozsahu teplot bézné pouzivanych pfti produkci hyaluronanu,
byl teplotni rozsah pro méfeni urcen V rozmezi 15 °C az 90 °C. Jedna se také o maximalni
rozsah, ktery mize byt pouzit pfi méfeni na reometru AR-G2. Teploty nizsi nez je 15 °C je
velmi obtizné dosdhnout a teplota ptesahujici 90 °C se blizi teploté varu, coz by zpiisobovalo
vypatrovani pouzitého rozpoustédla, a ndsledné méteni by bylo nerelevantni.

Pro méfeni byla vybrana koncentracni fada (0,1% - 1%) kyseliny hyaluronové
s molekulovou hmotnosti M,, = 750 kDa. VSechna méfeni byla opakovana minimaln¢ tfikrat
a vyobrazené kiivky odpovidaji primérné hodnoté vysledkli z opakovanych méfeni. Nekteré

chybové tsecky nejsou pro piehlednost v grafech vyobrazeny.
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5.4.1 Porovnani teplotnich k¥ivek Kklasické reologie a DLS mikroreologie za pouziti

100 nm ¢astic
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Obr.44: Teplotni krivky ziskané pomoci klasické reologie a DLS mikroreologie
s pouzitim 100 nm cdstic pro roztoky hyaluronanu o koncentraci 0,1% - 1%
(Mw =750 Da)

S rostouci teplotou je patrny pokles dynamické viskozity roztokt kyseliny hyaluronové pro
vSechny zvolené koncentrace. Tento trend je viditelny jak z vysledkid ziskanych pomoci
klasické reologie, tak zvysledki 100 nm DLS mikroreologie. Rozdily mezi vysledky
ziskanymi jednotlivymi metodami jsou vSak na prvni pohled zfejmé, hlavné u roztokli s vyssi
koncentraci hyaluronanu. Podstata odliSnosti vysledkl lezi v samotném charakteru méficich
metod. Klasickd reologie zkoumd vzorek jako celek a tedy jeho ,,makrostrukturu®, kdezto
100 nm ¢astice odrazi vlastnosti vzorku na trovni velkosti méfticich ¢astic (viz. kapitola 2.3),
tedy charakterizuje ,,mikrostrukturu zkoumaného vzorku“. Z vysledkt je tedy patrné, ze
viskozita vzorku se méni s ménici se teplotou na trovni mikrostruktury v menSim meéftitku,
vice vSak na Grovni makrostruktury vzorku.

U vzorkl s vyssi koncentraci 0,75% a 1% hraje také vyznamnou roli vysoka viskozita
vzorku v piipadé molekulové hmotnosti 750 kDa .V téchto pfipadech a za nizkych teplot je
haluronova sit’ natolik husté propletena, Ze pohyb 100 nm ¢astic je znacné znemoznén. Proto

nejsou tyto vysledky porovnatelné s hodnotami klasické reologie. Aplikace Stokes-
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Einsteinovy rovnice je také jiz zatizena vyznamnou chybou v disledku nenewtonského

charakteru zmiflovanych vzorkd.

5.4.2 Porovnani teplotnich kFivek Reologie a DLS mikroreologie o riiznych velikostech

Castic
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Obr.45: Dynamicka viskozita v zavislosti na teploté pro 0,5% roztok kyseliny
hyaluronové (750 kDa) mérena klasickou reologii a DLS mikroreologii s pouzitim dvou
velikosti ¢astic (100 nm a 500 nm)
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Obr.46: Dynamicka viskozita v zavislosti na teploté pro 0,25% roztok kyseliny
hyaluronové meérena klasickou reologii a DLS mikroreologii s pouzitim dvou velikosti
castic.

120

——-DLS100nm 0,1% -@—DLS500nmO0,1% -@—REOO0,1%

=

N D (] o

o o o o
1 1 1 1

Dynamicka viskozita [mPa.s]

N
o
1

T T T T ﬂ T T
5 15 25 35 45 55 65 75
Teplota [°C]

Obr.47: Dynamicka viskozita vV zavislosti na teplote pro 0,1% roztok kyseliny
hyaluronové mérena klasickou reologii a DLS mikroreologii s pouzZitim dvou velikosti
castic.
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Viskozita roztokll kyseliny hyaluronové (M, = 750 kDa) o koncentracich 0,75 % a 1%
jsou pro meéteni pomoci 500 nm DLS mikroreologie pfili§ vysoké. Tento fakt vyplyva
z charakteru méfeni mikroreologie pomoci DLS (viz. kapitola 2.5). Piestoze byly proméieny
vSechny zvolené koncentrace vzorkl, v nasledujicich grafech jsou vSak uvedeny pouze
vzorky s maximalni koncentraci hyaluronanu 0,5 %.

Vysledky klasické reologie vykazuji velmi podobné vysledky jako 500 nm DLS
mikroreologie, kdezto vysledky 100 nm ¢astic vzdy vykazuji vzdy hodnoty nizsi. Z tohoto
trendu je patrné, ze makroreologie sitové struktury roztoku hyaluronanu na trovni 500 nm
¢astic je srovnatelnd s makrostrukturou ziskanou pomoci klasické reologie. Tento trend je
patrny hlavné u koncentraci 0,25% a 0,5%. Z porovnani vysledkl jednotlivych metod jsme

tedy schopni blize rozpoznat a pochopit strukturu zkoumaného vzorku.

5.4.3 Porovnani relativnich viskozit
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Obr.48: Relativni viskozita v zavislosti na teploté pro roztoky kyseliny hyaluronoveé

0 koncentraci 0,1% - 1% pomoci DLS mikroreologie pouzitim 100 nm Castic

Snizovani dynamické viskozity s rostouci teplotou bylo poukdzano na piedchozich

ptipadech. Dynamicka viskozita samotného rozpoustédla je vSak také zavisla na teploté, a
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proto byl vyhodnocen také vliv teploty na relativni viskozitu vzorku pomoci DLS
mikroreologie pouzitim 100 nm a 500 nm ¢astic. Relativni viskozita vyjadiuje pomér
viskozity disperzniho systému # nebo roztoku k viskozité Cistého disperzniho prostfedi nebo
rozpoustédla #p.

V piipadé méteni pomoci 100 nm ¢éstic, neni u nizSich koncentraci kyseliny hyaluronové
patrny zadny velky vliv teploty na vyslednou relativni viskozitu roztoku. Pouze u nejvyssi
zvolené koncentrace - 1 % roztoku kyseliny hyaluronové miizeme pozorovat pokles relativni
viskozity s rostouci teplotou. Tento vysledek koresponduje s piedchozimi vysledky, kdy
100 nm ¢astice nejsou schopny detekovat sit’ hyaluronanu v roztoku, jelikoz jejich velikost je
mnohonasobné¢ mensi nez strukturni jednotky sitové struktury hyaluronanu (,,mesh size*
unizSich koncentraci kyseliny hyaluronové (0,1%; 0,25% a 0,5%) a cCastice pak odrazi

prakticky pouze viskozitu pouzitého rozpoustédla.
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Obr.49: Relativni viskozita v zavislosti na teploté pro roztoky kyseliny hyaluronové

0 koncentraci 0,1% - 1% pomoci DLS mikroreologie pouzitim 500 nm Castic

Z porovnani vysledkli méfeni viskoelastickych vlastnosti pomoci DLS mikroreologie
a klasické reologie je patrné, Ze kombinaci téchto metod jsme schopni ziskat internéjsi

informace o struktufe vzorku na Urovni mikro a makro struktury. Dilezitd je vSak znalost
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rozsahli meéfitelnosti metod, ve kterych tyto metody poskytuji relevantni informace
0 zkoumaném vzorku. Velmi dilezitym prvkem je také spravné zvoleni velikosti ¢astic pro
mikroreologické méfeni, ¢i jejich spravna kombinace pro ziskani co nejvétsSiho mnozstvi

informaci vedouci k odhaleni viskoelastickych a strukturnich vlastnosti vzorkii.
5.5 Aplikace mikrorologie ke studiu hyaluronovych gela

Gely spadaji do skupiny materialti, pro jejichz studium jsou mikroreologické metody velmi
hojné¢ vyuzivany. Vyhodou téchto technik je schopnost ziskat zajimavé informace
0 mikrostruktufe vzorku, na rozdil od reologie klasické poskytujici zpravu o jeho
makrostruktufe. Pro své potencionalni vyuziti jsou gely oblasti zkoumani velké skupiny
badatelli po celém svéte.

V této praci byla pouzita pasivni jednocasticovd video - mikroreologie ke studiu geli
kyseliny hyaluronové 0 molekulové hmotnosti My, = 90 — 130 kDa v kombinaci s tenzidem
CTAB a spouzitim tfi velikosti méficich mikroreologickych ¢astic (100 nm, 500 nm,
1000 nm). Jelikoz tyto gely nejsou plné transparentni, byla zde vylouc¢ena moznost vyuziti
mikroreologickych metod zaloZenych na rozptylu paprsku svétla (DLS, FCS). Zaroven byly

vSechny vzorky prométeny klasickou makroreologii.
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Obr.50: MSD v zavislosti na case pro jednotlivé gely kyseliny hyaluronoveé (Mw = 90 -

130 kDa) s pouzitim 100 nm castic; gel 1: (50 mM CTAB + 0,5% HYA); gel 2 (200 mM
CTAB + 0,5% HYA); gel 3: (50 mM CTAB + 2% HYA);
gel 4: (50 mM CTAB + 0,5% HYA)
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Obr.51: MSD v zavislosti na case pro jednotlivé gely kyseliny hyaluronové (Mw = 90 -

130 kDa) s pouzitim 500 nm castic; gel 1: (50 mM CTAB + 0,5% HYA); gel 2 (200 mM
CTAB + 0,5% HYA); gel 3: (50 mM CTAB + 2% HYA);
gel 4: (50 mM CTAB + 0,5% HYA)
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Obr.52: MSD v zavislosti na case pro jednotlivé gely kyseliny hyaluronové (Mw = 90 -

130 kDa) s pouzitim 1000 nm castic; gel 1: (50 mM CTAB + 0,5% HYA); gel 2 (200 mM
CTAB + 0,5% HYA); gel 3: (50 MM CTAB + 2% HYA);
gel 4: (50 MM CTAB + 0,5% HYA)
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Data ziskand métenim pomoci riznych velikosti ¢astic vykazuji velmi podobné vysledky.

Podle namétenych vysledkii vykazuje nejvyssi viskozitu gel ¢islo 3 (50 mM CTAB + 2%

vvvvvv
cvwr

v

vzorku je nejrychlejsi, cemuz odpovida i vypocitdna hodnota MSD(t).

V ptipadé gelu ¢islo 1 (50 mM CTAB + 0,5% HYA) je méfeni pomoci 1 um ¢astic pfi
porovnani s gelem ¢ 4 (50 mM CTAB + 0,5% HYA) pomérné jednozna¢né — Castice v gelu
Cislo 4 poukazuji na vyssi viskozitu vzorku nez u gelu ¢islo 1. U velikosti ¢astic 500 nm a
100 nm jiz tak podstatny rozdil mezi hodnotami patrny neni. U 100 nm ¢&astic dokonce
dochazi v jistych casech k prekryvu MSD(t) kiivek. Z vysledkii muzeme dedukovat, ze u
téchto gelti se 100 nm castice pravdépodobné nachdzi v rozmezi strukturnich ok gelu.
Z porovnani vysledkd pouzitim riiznych velikosti ¢astic jsme schopni vydedukovat blizsi
strukturni obraz daného vzorku. Hodnoceni miry elasticity vzorku je jiz z téchto vzorka
V nizsich ¢asovych hodnotach vSak muze byt vysledky zkresleny velkym mnozstvim Sumu,

které se u malo transparentnich vzorkti da predpokladat.
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Obr.53: Vysledky meéreni gelii pomoci klasicke reologie
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Vysledky meéfeni klasickou reologii vykazuji souhlasné vysledky v porovnani
s jednocasticovou video-mikroreologii. Vzorek ¢islo 3 nabyva nejvyssich hodnot elastického

i viskozniho modulu a takzvany ,,cross point®, tedy bod, kdy elasticka slozka je totozna se

cvwr

stejné.
Z téchto vysledk je patrné, ze jednocasticova mikroreologie je schopna poskytnou
porovnatelné vysledky s vysledky klasické reologie. Jelikoz v§ak mizeme vyuzivat riiznych

velikosti ¢astic, jsme schopni z méfeni ziskat i dopliujici informace o mikrostruktufe

méfeného vzorku.
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Obr.54: Porovnani vysledkit pouzitim riznych velikosti ¢astic (0,1 um; 500 um;

1000 um) pro hyaluronovy gel ¢. 2

Porovnani elastickych a ztratovych modulti u gelu ¢islo 2 pouZzitim riznych velikosti ¢astic.

sv v

(0,1 pm castice). Tyto vysledky popisuji moznost detekovatelnsti v jednotlivych strukturnich
hladinach ve vzorku. 1 um ¢éstice jsou schopny detekovat vétsi strukturni jednotky na své

urovni, kdezto 100 nm castice se mohou vyskytovat ve strukturnich okach a odrazet spise

viskozitu poZzitého rozpoustédla.
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Pro blizsi pfiblizeni struktury jednotlivych gelti bylo métfeni doplnéno fotkami z KRYO-
SEM mikroskopu. Obrazky byly pofizeny ve spolupraci s Ustavem piistrojové techniky AV
CR.

Obr.55: KRYO-SEM méreni hyaluronovych gelii po sublimaci,1 minuta -
100 °C + 4 minuty -90 °C
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Obr.56: KRYO-SEM méreni hyaluronovych gelii po sublimaci; 1 minuta -
100 °C + 4 minuty -90 °C

Obr.57: KRYO-SEM méreni hyaluronovych gelii po sublimaci; 1 minuta -
100 °C + 4 minuty - 90 °C
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Prestoze je mozné zvysledkli jednocasticové video-mikroreologie jista fakta
a charakteristiky métenych vzorkl vydedukovat, pfesto nemizeme jednoznacné fici, Ze je tato
metoda pro méfeni pomérné viskoznich a netransparentnich vzorkli tou nejvhodnéjsi.
Vzhledem k poné€kud viskdzni netransparentni povaze méfenych vzorkd by bylo vhodnéjsi
zvolit castice fluorescencné znacené o pruméru mensim nez je 100 nm. Jedinou pro
nasdostupnou technikou spliujici tyto pozadavky je FCS mikroreologie. Pro dalsi studium
téchto vzorki by bylo nejvhodnéjsi se zaméftit prave na pouziti FCS mikroreologie.

Z KRYO-SEM fotografii je patrné, ze zkoumané gely jsou velmi heterogenni a ziskané

vysledky mohou byt ovlivnény pouze lokélni strukturou gelu, ve kterém doslo k méteni.
5.6 Aplikace mikroreologie ke studiu procesu gelace agarosy

Nasledujici prace byla zaméfena na studium procesu gelace, vybér a aplikace vhodné
mikroreologické metody ke studiu téchto procesu.

Jelikoz byl ke studiu vybran agarosovy gel, k jehoz tvorbé je nutna zména teplot, byla jako
nejvhodnéjsi metoda vybrana DLS mikroreologie. Soucasti pfistroje Zeta Sizer nano, ktery
byl k méfeni DLS mikroreologie pouzit je termostat, ktery zajistuje okamzitou temperaci
celého vzorku na pozadovanou teplotu, coz je pro sledovani prub&éhu gelace agarosy velmi
dulezité.

Agarosa je hojné vyuzivany biopolymer z moiské fasy, znamy pro svou schopnost gelace
Jjiz od 17 stoleti. Své vyuZiti naSla v molekularni biologii jako gelové medium pro
elektroforézu ¢i jako stacionarni faze v gelové permeacéni chromatografii, tvofi zivné medium
pro kultivaci mikroorganismii. Hojné vyuZivana je také v potravinaistvi, farmacii ¢i
biomedicinskych aplikacich [117].

Agarosa je linearni polysacharid tvofeny opakujicimi se  galaktozovymi
a 3,6-anhydrogalaktézovymi podjednotkami agarobidzy. Jedna se 0 inertni polysacharid.
Kazdy tetézec agarosy obsahuje asi 800 molekul galaktézy a agarosové polymerni fetézce
tvoii helikalni struktury, které agreguji do struktury nadSroubovice. 3D struktura je udrZzovana
pomoci vodikovych vazeb a miiZze byt narusena vysokou teplotou, kdy je gel pfeveden zpét do

kapalného stavu [118].
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Obr.58: Strukturni vzorec agarosy

Agarosa podléha jevu zvanému termicka hystereze, kdy vystupni veli¢ina nezavisi jen na
nezavisle proménné vstupni veli¢ing, ale i na pfedchozim stavu systému. Pfi zahtati roztoku
agarosy na 85 °C ajeho nasledném ochlazeni na teplotu 30 - 40 °C dochazi k vytvafeni
gelové struktury, ktera opétovnym zahfatim prechazi zpét do roztoku. Agarosa je velmi dobie
rozpustna v teplé vod¢ a nerozpustna ve studené vodé [117].

Pribéh gelace byl studovan pro koncentracni fadu agarosy: 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,5%
a 1%.

5.6.1 Vliv teploty na viskozitu samotného rozpoustédla

Jak jiz bylo zminéno v tvodu této kapitly, je proces gelace agarosy podminén zménou teploty
zkoumaného vzorku.

Jelikoz je tato kapitola zamétena na studium procesu gelace vlivem zmény teploty vzorku,
pak tedy musime ocekavat, Ze s klesajici teplotou bude dochazet ke snizeni pohybu ¢&astic
atedy MSD(t) funkci v zavislosti na ¢ase i v ptipadé, ze nebude dochazet ke konforma¢nim
zménam v roztoku, coz vychazi ze samotné¢ho charakteru Brownova pohybu (viz. kapitola
2.2) Je tedy dilezité odd¢lit snizeni pohybu méficich ¢astic vlivem snizujici se teploty
a vlivem ptitomnosti vznikajiciho gelu v roztoku. V nasledujicim grafu je patrné, jak se méni
smérnice MSD ¢astic v samotné vodé (rozpoustédle) v zavislosti na ¢ase (pro 0,5 um ¢astice).
Pii nejvyssi teploté (85 °C) je pohyb Castic nejrychlejsi, a proto také stfedni posun castice

v

teplote.
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Obr.59: MSD(t) 0,5 um castic ve vodé pri teplotich od 25 — 85 °C

Roztoky agarosy o jednotlivych koncentracich byly méfeny od teploty 85 °C po tepotu

25 °C K ziskéni numerického porovnéani procesu gelace v daném teplotnim rozptylu, byly

stanoveny hodnoty difuznich koeficientd pro jednotlivé hmotnostni koncentrace agarosy

v roztoku. Pro eliminaci vlivu samotné teploty na pohyb méficich Eastic, byly jednotlivé

difuzni koeficienty vzdy vztazeny k difuznimu koeficientu rozpoustédla za dané teploty (Do).

Tabulka 3: Difuzni koeficienty vztazené k difuznimu koeficientu rozpoustédla za dané

teploty.
t(°C) | 0,01% (D/Do) | 0,05% (D/Do) | 0,1% (D/Dy) | 0,5% (D/Do) | 1% (D/Do)
85 1,000 0,872 0,750 0,694 0,689
75 1,047 1,000 0,767 0,687 0,813
65 1,040 0,960 0,816 0,720 0,832
55 1,043 0,956 0,826 0,713 0,835
45 1,081 0,919 0,843 0,843 0,811
35 1,000 0,800 0,800 1,014 2,334
25 0,867 0,717 2,333 2,167 3,000
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Obr.60: Graf znazornujict difuzni koeficienty vztazené k difuznimu koeficientu

rozpoustédla za dané teploty, castice 0,5 um

zména Ve zkoumaném teplotnim rozsahu. Tyto koncentrace agarosy v roztoku jsou
pravdépodobné natolik nizké, ze nedochéazi k Zadné vyznamné tvorbe gelové struktury, kterd
by byla detekovatelna pomoci zvolenych velikosti mikroreologickych ¢astic.

Oproti tomu 0,1% roztok agarosy vykazuje prudky nartist poméra difaznich koeficientl pro
teplotu 25°C. Muzeme tedy vyvozovat, Ze v teplotnim intervalu 25 °C — 35 °C dochazi
K intenzivnimu proplétani fetézcl agarosy ve strukturnim rozsahu odpovidajicimu velikosti
pouzitych ¢astic.

U 0,5% roztoku mizeme pozorovat mirny nartst D/Dy jiz pti teploté 35 °C. Rostouci trend
pak pokracuje se snizujici se teplotou. U této koncentrace je mozné konstatovat, Ze intenzivni
proces gelace na urovni detekovatelnosti 0,5 um castic, nastava pti teploté okolo 35°C.
Roztok s nejvyssi koncentraci agarosy vykazuje velmi intenzivni znaky gelace jiz pii teploté

35°C a nejvyssi hodnotu D/Dy pfi teploté 25 °C.

r wr

5.6.2 Porovnani velikosti ¢astic

Pro piedchozi méfeni byla a pouze jedna velikost ¢astic o praméru 0,5 um. V kapitole 2.8.1

popisujici vliv velikosti ¢astic na mikroreologickd méteni je patrné, Ze velikost ¢astice mize
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hréat podstatnou roli v ziskdvani a nasledné interpretaci naméfenych dat. Pro porovnani byly
pouzity 3 velikosti ¢astic (0,1 pm; 0,5 pum a 1 um) u 0,5% roztoku agarosy. Méteni byla opét
provedena ve stejném teplotnim intervalu (25 °C —85 °C). U teplot 85 °C-55 °C nebyly
pozorovany zadné zésadni rozdily, proto jsou v grafech uvedeny kiivky povidajici teplotam

niz8im nez 45 °C.
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Obr.61: MSD(t) 0,1 um, 0,5 um a 1 um castic v 0,5% roztoku agarosy pri teploté
45 °C.
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Obr.62: MSD(t) 0,1 um, 0,5 um a 1 um castic v 0,5% roztoku pri teploté 35 °C.
1,E-01
®0,1um
1E-02 1 ©0,5um =
1E-03 - Lum
E 1,E-04 -
El o
=4
9’ 1,E-05 -
= e
1,E-06 -
o
1,E-07 -
1,E'08 T . T T T T T
1,E-07 1,E-06 1,E-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01 1,E+00
¢as (s)
Obr.63: MSD 0,1 um, 0,5 um a 1 um castic v 0,5% roztoku pri teplote 25 °C.
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U vysledkti namétenych pii 45 °C je patrny rozdil mezi stiednim posunem 0,1 pum castic
vzhledem K ostatnim dvéma velikostem. VEtsi Castice jsou jiz schopny detekovat jemné
tvotici se struktury. Pro 100 nm castice jsou vSak tyto struktury natolik rozsahlé, ze se
veétsSinové pohybuji pouze v prostoru mezi jednotlivymi fetézci, kde se nachazi
pravdépodobné jen samotné rozpousteédlo.

Data ziskana méfenim pfii teploté 35 °C nevykazuji velké rozdily oproti 45 °C, kdezto
u 25 °C jsou vysledky jednotlivych velikosti ¢astic mnohem blizsi. Tento jev poukazuje jiz na
siln¢ zesitovanou strukturu agarosy, kdy i 100 nm c¢astice svym pohybem detekuji pfitomnost
okolni struktury vzniklého gelu. Tuto teorii podporuji i tvary vSech tii kiivek, které jiz nejsou
striktné linedlni, jak tomu bylo v pfedchozich ptipadech, ale jejich zaobleni ve vyssich ¢asech

charakterizuje ptitomnost elastické slozky zkoumaného materialu.
5.6.3 Priibéh gelace roztokii agarosy o riiznych koncentracich

Pro sledovani vlivu koncentrace roztoku agarosy na samotny proces gelace byla vytvofena
koncentra¢ni fada od 0,01% az po 1% roztok. Proces gelace byl opét sledovan pfi snizovani
teplot od 85 °C do 25 °C. K vyhodnoceni samotného procesu byly porovnavany piedev§im
tvary vznikajicich ktivek, které charakterizuji miru viskéznich a elastickych vlastnosti
Vv okolnim prostredi ¢astic. Vysledky jsou znazornény od 45°C, kdy byly pozorovany prvni

naznaky tvorby gelové struktury agarosy v roztoku.
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Obr.64: MSD koncentracni fady pro 45 °; 0,5 um castice
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Obr.65: MSD koncentracni rady pro 35 °C;0,5 um cdastice
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Pii teploté 45 °C nejsou viditelné Zadné rozdily MSD funkci pro nizké koncentrace
(0,01% - 0,1%). V té&chto ptipadech castice odrazeji vlastnosti samotného rozpoustédla,
jelikoz gelova struktura neni jes$té dostate¢né vytvoiena. Pouze u 1% roztoku agarosy jsou
schopny 0,5um c¢astice detekovat jemnou vznikajici strukturu agarosové sité — kiivka
Vv oblasti vyssich ¢asit méni tvar a odklani se od linearity.

Po ochlazeni roztokd na 35°C je mozné pozorovat jemné odklanéni kiivek pro jednotlivé
koncentrace charakterizujici vznikajici jemnou strukturu. U 1% roztoku je viditelny vznik
esovité kiivky, kdy platdé odrazi ptitomnost elastické slozky okolniho materidlu. Vznik
gelovité struktury je nejpatrnéjsi po ochlazeni roztokli agarosy na 25 °C. Esovity tvar kiivky
se objevuje jiz u koncentrace agarosy 0,5%, kde je vidét pomér elastické a viskdzni slozky
zkoumaného materialu. Pohyb 0,5 pm c¢astic v 1% roztoku agarosy je jiz znacné€ omezen
vzniklou sitovou strukturou. Ktivka stfedniho posunu ¢éstice v ¢ase svym tvarem poukazuje
na prevahu elastické slozky okolniho prostredi.

Pro porovnani byl vzorek 1% roztoku agarosy promeéten také pomoci klasické reologie.
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Obr.67: Zavislost viskoelastickych modulit na zméné teploty pro 1% koncentraci
agarosy

Z prubéhi kiivek elastického a ztratového modulu vznikl prisecik charakterizujici bod
gelace. Pro hydrogel o koncentraci agarosy 1% byla stanovena teplota gelace 47 °C. Z DLS

méfeni 1% roztoku agarosy S pouzitim 0,5 um castic je patrné, Ze k procesu gelace dochazi
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okolo 45°C, kdy MSD kiivky svym tvarem poukazuji na pfitomnost elastické slozky

Vv roztoku.
5.7 Aplikace mikroreologie ke studiu vlastnosti mezifazového rozhrani

Mezifazova rozhrani hraji dominantni roli v chovani mnoha komplexnich tekutin a jsou
povazovana za klicové faktory stability pén, emulzi, kompatibilizaci polymernich smési
amnoha dalSich dalezitych technologickych materiald [119]. Viskoelastické vlastnosti
povrchii jsou bézné studovany pomoci klasické reologie. V poslednich letech vstupuje do
obliby metoda mikroreologickd s pouzitim méficich sond, vyuzivajici se v systémech pro
cilenou distribuci 1é¢iv, stabilizaci pén a emulzi ¢i produkce zmrzliny. Interakce sond na
mezifazovém rozhrani jsou komplexné&j$i nez v roztoku. Dynamické vlastnosti Castic na
povrchu jsou silné ovlivnény pfimymi mezic¢asticovymi silami jakou jsou kapildrni, stérické,
elektrostatické ¢i van der Waalsovy a komplikovanymi hydrodynamickymi interakcemi, které
zprostiedkovava okolni tekutina. Pro méteni mezifazovych rozhrani jsou vhodné jak aktivni
mikroreologické metody (Magnetic Nanowire microrheology) [120] ¢i metody zalozené na
rozptylu svétla [121], tak také pasivni metody, které jsou aplikovany ke studiu téchto systému
I V této praci, a to pomoci video - particle tracking microrheology (VPTM).

Difuze ¢astic v tiidimenzionalnim systému je znama jiz od roku 1905 [121],[123], kdy bylo
dokazano, ze pohyb c¢astice v kapalin€ je umérny viskozité¢ dané kapaliny a tento pohyb byl
také dostatecné matematicky popsan. Jak se vSak bude Castice chovat v 2D systému, kterym
muze byt lipidova vrstva na mezifazovém rozhrani kapalina - vzduch [123]¢i lipidové vrstvy
V buné¢nych membranach [124]?

Pro castice zachycené na mezifdzovém rozhrani je Einsteinova rovnice stdle platna.
Nicméné, nemilize byt pouzita Stokesova rovnice pro vypocet frikéniho koeficientu
a odvozeni povrchové viskozity. Frikéni koeficient je funkci viskozity fazi, geometrie Castice,
kontaktnim thlu mezi ¢astici a povrchem a dalSich. Neexistuje feSeni pro rovnici pomalého
viskozniho toku rovnovéazného transla¢niho pohybu castice v idedlni 2D kapaliné (Stokesiv
paradox). Tento problém jako prvni vyfesili Saffman a Delbriick, ktefi uvazovali disk
0 poloméru a pohybujici se visk6zni membranou o tloustce h. Pracovali s membranou
0 kone¢né velikosti a obéma fazemi obkKlopujici membranu jako nekone¢nymi vodnimi

fazemi [126]. Pro jednocasticovou mikroreologii 2D povrchu plati pro vypocet MSD vztah

kpT L . e ,
(Ar?) = Ln 7, kde 75 je viskozita na mezifazovém rozhrani.
s
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Ve vétsin¢ piipadl je vSak striktni dvoudimenziondlni povrch pouze idealizaci, a ve
skutecnosti je tento 2D systém obklopen okolni 3D kapalinou [124] Pro tento piipad je nutno
pro vypocet MSD pouzit modifikovany Stokes-Einsteintv vztah [128]:

(Ar?(1)) = 4D’(T (59)
kde D’s = D¢[In(2ng/na) —vg + O0(na/ns)] a Dy = kgT /4mn, ayy je Eulerova konstanta a
nabyva hodnoty y; = 0.577. Tato rovnice odvozena Saffmanem a Delbriickem pro ptipad, ze
plati n;/ma >> 1 byla modifikovana Hughesem [128] také pro limitni piipad, kdy ns/na >>
1. Tato rovnice byla vyuzita k popisu rtznych biologickych systému [129],[130],[131] a
Vv nasem piipad¢ byla pouzita pro vypocet viskozity z jednocasticové mikroreologie [133].

Pro studium mezifdzového rozhrani byl pouzit roztok proteinu HSA (human serum
albumin). HSA je nejhojné&jsi protein v krevni plazmé. Jeho bézna koncentrace je okolo 42 g/l
a tvofi 60 % vSech plazmatickych proteini. Albumin ptedstavuje hlavni bilkovinu, ktera
udrzuje osmoticky tlak krve. Je pfitomen také v lymfatickém systému a malé mnozstvi se
vyskytuje také v kuzi. Kromé osmoregulacni funkce je albumin i dilezitym transportnim
proteinem. Mastné kyseliny, aminokyseliny, steroidni hormony, nékteré té¢zké kovy, ale i fada

1€k je distribuovana v téle pomoci vazby na albumin.

Obr.68: Struktura HSA

Molekuly HSA difunduji na rozhrani kapalina - vzduch a tvofi zde tenkou proteinovou vrstvu

(cca 3 nm) a dochazi také k vytvoreni povrchové viskozity [134].
5.7.1 Zména viskozity mezifazového rozhrani v ¢ase

Uvazujeme-li homogenni roztok HSA, ktery tvoii se vzduchem mezifdzové rozhrani
kapalina - plyn, pak koncentrace tohoto proteinu na mezifizovém rozhrani v Case roste, a tim
se zvySuje také jeho viskozita. Pro samotné vypocty byl zaveden ptedpoklad, Ze viskozita

zasobniho roztoku je zanedbatelna vzhledem k viskozité vody a je teda rovna ) = 1 mPa.
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Obr.69: Hodnoty Ds/Ds 0 v case pro tri rizné koncentrace HSA roztokii

(méreno Emory University)

Z naméfenych vysledkl je patrnd zvySujici se koncentrace molekul HSA na mezifazovém
rozhrani kapalina — plyn. Jak je vidét na obrazku 69. Koncentrace roztoku HSA ma podstatny
vliv na rychlost tvorby povrchové vrstvy a tim na zménu viskoelastickych vlastnosti povrchu.
Se zvySujicim se Casovym UGsekem méfeni (60— 600 minut) dochazi k poklesu
uniformovaného difuzniho koeficientu Ds’/Ds’, tim rychleji, ¢im je vy$si koncentrace roztoku
HSA. Na povrchu dochazi ke zvySovani koncentrace molekul HSA a meéfici sondy se
pohybuji pomaleji vlivem zvySujici se viskozity mezifazového rozhrani, jak bylo
predpokladano.

Vyse uvedena data byla ziskana b&hem stdZe na Emory University v Atlanté¢ s mistnim
dostupnym materidlem, méficimi ¢asticemi a piistrojovym vybavenim. Na stejném principu
byla méfeni opakovana také na fakult¢ chemické na zakladé¢ dostupnych materiald a
piistrojové techniky. Jak material, tak méfici Castice a piistrojova technika byly mirné
odlisné. Zakladnim rozdilem byla velikost méficich ¢astic (Emory University — 1,4 um;
FCH -1 um) a pouzity material (Emory —human serum albumin; FCH — bovine serum

albumin). Zasad¢ by se vsak tyto proteiny nemély nijak lisit.
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U vysledku, které byly opakovany na fakulté chemické VUT je patrny stejny trend, jako

v ptedchozim piipadé. S rostoucim c¢asem tedy dochéazelo k poklesu hodnot Ds’/Ds’y

v zavislosti na koncentraci roztoku HSA. Vzhledem k vysledkim ziskanych na Emory

Université, neni rozdil hodnot mezi jednotlivymi koncentracemi tak vyrazny, jak

v predchozim ptipadé. Tato skute¢nost miize byt ovlivnéna mnoha faktory ovliviiujici méfeni

Nejpodstatnéjsi roli vSak muize hrat samotny pouzity protein (BSA misto HSA) ¢i rozdilné

velikost pouzitych Castic. VEtsi Castice jsou schopny diive detekovat zvySujici se koncentraci

proteinu na mezifdzovém rozhrani.

5.7.2 Vliv vysky roztoku na viskozitu mezifazového rozhrani

Obr.71:

2D membrana na mezifazovém rozhrani tvorena proteiny
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Obr.72: 2D systém obklopen 3D roztokem

Podle Seki a kol. [135] je vSak viskozita membrany odd¢lujici odlisné faze zavisla nejen na
samotné membrané, ale také na mnozstvi, respektive Sifce vrstvy 3D systému obklopujici
danou membranu, tedy jejiho okoli. Na zdkladné svych studii interakci mezi membranou
a vrstvou roztoku libovolné vysky, dosli k zavéru: Obecné plati, ze difuzni koeficient ¢astice
V membrané se snizuje se snizujici se vySkou 3D vrstvy okolniho roztoku [136]. Pfitomné
rozpoustédlo indukuje tah oproti toku membrany a vysledkem je potlaceni difuze castic
V membrané. Samotny tah se zvySuje se snizujici se vzdalenosti mezi membranou
a substratem. Pfes mnoho studii, které jiz byly provedeny, Browntiv pohyb ¢astic v kapalné
membrané jesté nebyl zcela detailné vysvétlen [137].

Na zakladé téchto teorii bylo provedeno méteni difuznich koeficientli ¢astic zaclenénych na
mezifazovém rozhrani pro 3 rizné koncentrace roztoku HSA a rozdilné vysky vrstvy
rozpoustédla. Pro zjednoduseni méteni byla vytvofena specialni cela, kde mohlo dochdzet
k méfeni difuznich koeficientd ¢astic v blizkosti dvou odlisné vysokych vrstev rozpoustédla

(viz. kapitola 4. Materialy a metody)
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Obr.73: Zavislost difuzniho koeficientu na case pro mélkou a hlubokou cast vzorku,
¢ = 11e-4 mg/ml
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Obr.74: Zavislost difuzniho koeficientu na case pro mélkou a hlubokou ¢ast vzorku,

¢ = 6,4e-4 mg/ml
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Obr.75: Zavislost difuzniho koeficientu na case pro mélkou a hlubokou cast vzorku,

¢ =2,2-10-4 mg/ml

Podle teoretickych ptedpokladl, by v ptipadé pfitomnosti vétsiho mnozstvi rozpoustédla,
tedy vys§i vrstvy rozpoustédla pod membranou, mélo dochazet k potlaceni difuze castic
zaClenénych v membrané. Na zaklad¢ vysledka ziskanych méfenim tfi rlznych vodnych
roztoki HSA byl tento trend lehce patrny u roztokt s nizsi koncentraci. U koncentrovanéjSich
roztokd se tento trend nepotvrdil a hodnoty difuznich koeficientii byly totozné jak v ptipadé
nizké, tak v pfipadé€ vyssi vrstvy.

Vzhledem k tomu, Ze jsme byli schopni v tomto méteni dosahnout nejniz§i mozné hodnoty
vysky roztoku okolo 150 um a pouzité méfici ¢astice mély praimér d =1 um je pojem tenké
vrstvy velmi relativni. I tato Sitka mohla mohla byt vzhledem k Sifce vrstvy proteinu na

povrchu definovana jako Siroka.
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6 ZAVER

Mikroreologie predstavuje nové a v lecCem velmi piinosné ptistupy ke studiu reologickych
vlastnosti nejriznéjSich material. Oproti klasické reologii vynika pifevazné z pohledu
mnozstvi vzorku nutného pro méfeni, kde jsme prakticky i z jedné jediné kapky (10 pm)
materalu schopni ziskat mnoho diilezitych informaci. Moznost méfeni nehomogennich vzorkt
¢1 konkrétnich oblasti daného materialu také stavi mikroreologii do popiedi reologickych
metod. V mnoha piipadech muze mikroreologie piedstavovat vhodou dopliikovou metodu ke
klasiké reologii pro ziskéni vétSiho rozsahu uzite¢nych dat.

Cilem této dizertacni prace bylo studium jednotlivych pasivnich mikroreologickych metod,
jejich zavededni na fakult¢ chemické a moznosti aplikovatelnosti téchto metod ke studiu
vlastnosti biopolymernich systémii.

V ramci dizertacni prace byly vyuZzity nejen stavajici piistroje a programy, ale ve spolupraci
s Biofyzikalnim ustavem Akademie véd a Fakultou informatiky na Masarykov¢ univerzité byl
také vytvofen Matlab skrip pro jednoduché vyhodnoceni vizkozity vzorku zvideo —
mikroreologie.

N¢kolik metod pasivni mikroreologie bylo zavedeno na fakulé¢ chemické VUT v Brné.
Mezi né patii opticka video — mikroreologie pomoci mikroskopu a vysokorychlostni kamery
s vyuzitim ngkolika vyhodnocovacich softwar, DLS mikroreologie a také jedna
z nejnovejsich a nejpokroéilejsich technik - FCS mikroreologie, jejiz moznosti vyuziti obecné
jeste nejsou piilis prozkoumany.

Metody pasivni mikroreologie byly aplikovany ke studiu roztokd ¢i geli kyseliny
hyaluronové, ke studiu procesu gelace agarosy ¢i ke studiu vlastnosti mezifazového rozhrani.
U vétSiny téchto systémil byly vysledky porovndvany daty ziskanymi klasickou reologii.
V mnoha ptipadech, pfevazné u homogennich vzorki byla dosazena velmi dobra shoda téchto
vysledkd. Naopak u vzorkdi nehomogennich byly pomoci mikroreologickych metod ziskany
dalsi informace, Které mohou vést k odhaleni mikrostruktury zkoumaného vzorku.

Kazdd zpouzitych metod vykazuje jist¢ vyhody ¢i nevyhody oproti ostatnim
mikroreologickym technikdm. Ne vSechny je vSak moZné pouzit pro métfeni jakéhokoliv
vzorku. Volba spravné metody ¢i mikroreologickych €astic ma na ziskani relevantnich dat
velky vliv. Dikladna znalost téchto metod je velmi kritickd nejen pro samotné méteni, ale

také pro vyhodnocovani interpretaci ziskanych dat.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

VPTM

PTM

OPM
MPT
TPM
DWS
DLS

FCS

MSD

GSE

PSD
PEO
BSA
HSA
HA
QUELS
CTAB
PEG
kB

Video-mikroreologie (,,Video-based particle  tracking
microrheology*)

Mikroreologie  sledovani  c¢astic  (,,Particle  tracking
microrheology*)

Jednocasticova mikroreologie (,,One particle microrheology*)
Vicecasticova mikroreologie (,,Multiple particle tracking®)
Dvoucasticova mikroreologie (,, Two particle microrheology*)
,,Diffusing wave spectroscopy*

Dynamicky rozptyl svétla (,,Dynamic light scattering)
Fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie

Stredni hodnota rozptylu (,,Mean squared dispalcement*)
Termodynamicka teplota

Difuzni koeficient

Komplexni modul

Elasticky modul

Viskdzni modul

Zobecnéna Stokes-Einsteinova rovnice (,,Generalized Stokes-
Einstein equation”)

Power spectra density

Polyetylen oxid

,,Bovine serum albumin®

,,Human serum albumin*

Kyselina hyaluronové ,,Hyaluronic acid*

,Quasielastic light scattering*

Cethyltrimethylamonium bromid

Polyetylen glykol

Boltzmanova konstanta

Hustota

Poloha ¢astice

Ludolfovo ¢islo

Rychlost
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~« - o o« 3

(@]

Hmotnost

Gravitacni zrychleni
Velikost ¢astice
Vyska

Difuzni tok
Koncentrace
Univerzalni plynova konstanta
Polomér

Casovy interval
Casovy exponent
Frikéni koeficient
Imaginarni slozka
Frekvence

Cas

Mobilita

Viskozita
Molekulova hmotnost
Avogadrovo ¢islo
Gyrac¢ni polomér

Gama funkce

Laplaceové transformovana, frekvencné zavisla viskozita

Laplaceové transformovany,
koeficient
Laplaceova frekvence

Furierova transformace

Velikost strukturnich ok ,,mesh size*

Rozptylovy thel
Objem

Gradient

Index lomu
Vinova délka

Autokorelaéni funkce
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Zeta Sizer Nano

Opticky mikroskop

Klasicky reometr ARG2

Kapilarni viskozimetr

Znazornéni fluktuace intenzity fluorescence v Case (A) a tvar autokoleracni funkce
Vv zavislosti na Case (B). V ramecku je tvar autokoleracni funkce v zavislosti na Case
V logaritmickém méfitku.

Autokorelaéni funkce v zavislosti na Case

Ptiprava podlozniho skli¢ka pro méfeni VPT mikroreologie

Pracovni postup zpracovani videa pro ziskani vyslednych zévislosti pro
charakterizaci vzorku

Znéazornéni konverze snimku a identifikace ¢astic podle zadanych parametrii
Gausovska distribuce pohybu Castice

Van Hofova distribu¢ni funkce ovlivnéna tzv. ,,pixel biasing*

Cela pro méfeni mezifazové mikroreologie upravena pro dvé rizné vysky
zasobniho roztoku

Ukazka trajektorii ¢astic pied (A) a po (B) pouziti skriptu na odstranéni driftingu
MSD(t) pro Newtonskou kapalinu (o = 1)

Elasticky (trojuhelniky) a viskézni modul (kolecka) v zévislosti na frekvenci pro
viskoelastickou latku

Efekt moznych chyb na MSD Newtonskych kapalin. Modra c¢éara predstavuje
skute€na data bez vlivu jakékoliv chyby, zatimco barevné ¢ary reprezentuji MSD
zahrnujici experimentalni chybu: zelena ¢ara (subdifizivni chovani ¢astic a<l) —
dominuje staticka chyba. Cervend ¢ara (superdifuzivni chovani a>1) — dynamicka
chyba je dominantni

Schéma méfeni mikroreologie pomoci DLS, Zeta Sizer ZS software

Proces vyhodnoceni viskozity z trajektorii Castic pomoci vytvofeného skriptu
v MATLABuU

Vysledky méfeni viskozity glycerolové fady

Vysledky meéfeni roztokii vysokomolekularniho hyaluronanu o riznych
koncentracich

Rozdil zeta potenciélu ¢astic ve vode€ a ve vzorku

Hodnoty MSD(t) pro vodny roztok HA (750 kDa, ¢ =1 g/l) pouzitim tii sond

S riznym povrchem
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Obr.50.:

Hodnoty viskozit glycerolové koncentracni fady urcené riiznymi metodami a 3
riznymi velikostmi ¢astic (0,5 pm, 1 pm, 2 pm)

Hodnoty viskozit hyaluronové koncentra¢ni fady pomoci mikroreologického
méieni s riznou velikosti ¢astic a pomoci klasické reologie

Porovnani vysledkt mieni FCS (100 nm), DLS (100 nm) a video-mikroreologie
demineralizované vody, 40% a 80% roztoku glycerolu

Porovnani vysledktt mieni FCS (100 nm), DLS (100 nm) a video - mikroreologie
pro roztok hyaluronanu (Mw = 1500 — 1750 kDa) o koncentraci 0,01 mg/ml,
teoretickd hodnota v grafech znazoriuje tabelované hodnoty pro ptipad samotného
rozpoustédla

Porovnani vysledkt mieni FCS (100 nm), DLS (100 nm) a video-mikroreologie pro
roztok hyaluronanu (Mw = 1500 — 1750 kDa) o koncentraci 1 mg/ml; teoreticka
hodnota v grafech znazornuje tabelované hodnoty pro piipad samotného
rozpoustédla

Porovnani vysledktt mieni FCS (100 nm) a DLS (100 nm) o tfech molekulovych
hmotnostech (Mw =90 - 130 kDa;500 - 750 kDa; 1500 - 1750 kDa) a koncentraci
10 mg/ml s pouzitim 30 nm ¢astic, teoreticka hodnota v grafech znazornuje
tabelované hodnoty pro pfipad samotného rozpoustédla

Teplotni kiivky ziskané pomoci klasické reologie a DLS mikroreologie s pouZitim
100 nm ¢astic pro roztoky hyaluronanu o koncentraci 0,1% - 1% (Mw =750 Da)
Dynamické viskozita v zavislosti na teploté pro 0,5% roztok kyseliny hyaluronové
(750 kDa) meéfena klasickou reologii a DLS mikroreologii s pouzitim dvou
velikosti ¢astic (100 nm a 500 nm)

Dynamicka viskozita v zavislosti na teploté pro 0,25% roztok kyseliny hyaluronové
métena klasickou reologii a DLS mikroreologii s pouzitim dvou velikosti ¢astic.
Dynamické viskozita v zavislosti na teploté pro 0,1% roztok kyseliny hyaluronové
méfena klasickou reologii a DLS mikroreologii s pouzitim dvou velikosti Castic.
Relativni viskozita v zdvislosti na teploté pro roztoky kyseliny hyaluronové
0 koncentraci 0,1% - 1% pomoci DLS mikroreologie pouzitim 100 nm ¢astic
Relativni viskozita v zavislosti na teplot¢ pro roztoky kyseliny hyaluronové
0 koncentraci 0,1% - 1% pomoci DLS mikroreologie pouzitim 500 nm ¢astic

MSD v zavislosti na ¢ase pro jednotlivé gely kyseliny hyaluronové (Mw =90 -
130 kDa) s pouzitim 100 nm ¢astic; gel 1: (50 mM CTAB + 0,5% HYA); gel 2
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Obr.65.:
Obr.66.:
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(200mM CTAB +0,5% HYA); gel 3: (50mM CTAB +2% HYA); gel 4:
(50 MM CTAB + 0,5% HYA)

MSD v zavislosti na case pro jednotlivé gely kyseliny hyaluronové (Mw =90 -
130 kDa) s pouzitim 500 nm ¢astic; gel 1: (50 mM CTAB + 0,5% HYA); gel 2
(200mM CTAB +0,5% HYA); gel 3: (50mM CTAB +2% HYA); gel 4:
(50 MM CTAB + 0,5% HYA)

MSD v zavislosti na case pro jednotlivé gely kyseliny hyaluronové (Mw =90 -
130 kDa) s pouzitim 1000 nm ¢astic; gel 1: (50 MM CTAB + 0,5% HYA); gel 2
(200mM CTAB +0,5% HYA); gel 3: (50mM CTAB +2% HYA); gel 4:
(50 MM CTAB + 0,5% HYA)

Vysledky méfeni geli pomoci klasické reologie

Porovnani vysledkl pouzitim riznych velikosti ¢astic (0,1 pm; 500 pm; 1000 pm)
pro hyaluronovy gel ¢. 2

KRYO-SEM  meéfeni  hyaluronovych gelt po  sublimaci,l minuta -
100 °C + 4 minuty -90 °C

KRYO-SEM méteni hyaluronovych geld po sublimaci; 1minuta -
100 °C + 4 minuty -90 °C

KRYO-SEM  méfeni  hyaluronovych geld po  sublimaci; 1 minuta -
100 °C + 4 minuty - 90 °C

Strukturni vzorec agarosy

MSD(t) 0,5 um ¢astic ve vod¢ pii teplotach od 25 — 85 °C

Graf zndzoriiujici difuzni koeficienty vztaZzené k difuznimu koeficientu
rozpoustédla za dané teploty; Castice 0,5 pm

MSD(t) 0,1 um, 0,5 um a 1 um ¢astic v 0,5% roztoku agarosy pii teploté 45 °C.
MSD(t) 0,1 um, 0,5 um a 1 um ¢astic v 0,5% roztoku pfi teploté 35 °C.

MSD 0,1 um, 0,5 pum a 1 pm ¢astic v 0,5% roztoku pfi teploté 25 °C.

MSD koncentraéni fady pro 45 °; 0,5 um castice

MSD koncentra¢ni fady pro 35 °C;0,5 um castice

MSD Koncentrac¢ni fady pro 25 °C; 0,5 um ¢astice

Zavislost viskoelastickych modulti na zméné teploty pro 1% koncentraci agarosy
Struktura HSA

Hodnoty Ds’/Ds’0 v €ase pro tfi rizné koncentrace HSA roztokli (méfeno Emory

University)
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Obr.70.:

Obr.71.:
Obr.72.:
Obr.73.:

Obr.74.:

Obr.75.:

Obr.76.:
Obr.77.:
Obr.78.:
Obr.79.:
Obr.80.:

Hodnoty Ds’/Ds’0 v ¢ase pro tii razné koncentrace BSA roztoki (méfeno FCH
VUT)

2D membrana na mezifazovém rozhrani tvofena proteiny

2D systém obklopen 3D roztokem

Zavislost difuzniho koeficientu na case pro meélkou a hlubokou cast vzorku,
¢ = 11e-4 mg/ml

Zavislost difuzniho koeficientu na c¢ase pro mélkou a hlubokou c¢ast vzorku,
¢ = 6,4e-4 mg/ml

Zavislost difuzniho koeficientu na cCase pro meélkou a hlubokou cast vzorku,
€ =2,2-10-4 mg/ml

Vychozi mdd skriptu

VloZeni videa a vychozich parametrii pro zpracovani

RozlozZeni trajektorii ¢astic

Aplikace sigma testu

Zobrazeni vysledkl, smérnice MSD(t) a viskozity
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11 PRILOHY

11.1 Priloha 1

Vyhodnoceni mikroviskozimetrie pomoci MATLAB scriptu

B MSDcompGUI
1 Select data file Find file ..
2 Select config file Find file ...

3 Start computation START!

Obr.76: Vychozi méd skriptu
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B MSDcompGUI el

1 Data file T 5
Results_MVI_6722 vyrez xis Find file ... The Supp

2 Config file
config_example.txt

3 Start computation

START!

Obr.77: Viozent videa a vychozich parametrii pro zpracovani

B MSDcompGUI =]

45

T T T
i 122 trajectories / 20 bins |+ bins ‘ - bins

40 A o SR . |

35 ; - \ e : e

Trajectories

15

T . L«
0.15 02 025 03 0.35
MSD slope (diffusion coefficient) [um2/s2]

3-sigma test ‘ ‘ Change range ... i ‘ Reset graph FINISH!

Obr.78: Rozlozeni trajektorii castic
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MSDcompGUI

a2 T T 1 . N I I T

110 trajectories / 19 bins + bins

- bins

Trajectories

0.09

0.03 0.04 0.05 0.06 0.08
MSD slope (diffusion coefficient) [um2/s2]
range = (0.00988, 0.0829) I 3-sigma test “ ’ Change range .. Reset graph FINISH!

Obr.79: Aplikace sigma testu

MSDcompGUI

MSD = 0.0389 +/-0.0147 um2 /s2 Viscosity = 0.0441 +/-0.0266

Log:

Opening config file D:\Dokumenty\JVIBP_postdoc3\Glycocalix\Viskozimetrie\2012_10_22_skript_nova_verze\config_example.txt
framerate = 30 fps

radius = 0.5 um

scale = 0.1846 um

min_length = 50 frames

min_correlation = 0.93

max_sigma_iterations = 10 iterations

Parameters OK

Starting computation at: 23. 06. 2014 10:21:59

Detecting format of datafile D:\Dokumenty\JVIBP_postdoc3\Glycocalix\Viskozimetrie\2012_10_22_skript_nova_verze\Results_MVI_6722 vyrez xs.
XLS/TXT format detected.

Opening file D:\Dokumenty\JVIBP_postdoc3\Glycocalix\Viskozimetrie\2012_10_22_skript_nova_verze\Results_MVI_6722 vyrez xls.
Found 236 trajectories

236 trajectories processed.

105 trajectories are too short and will be ignored.

131 trajectories remaining

9 trajectories have low correlation and will be ignored.

122 trajectories remaining.

3-sigma test: Recomputing range to (0.00988, 0.0829)

According to the chosen range, 12 trajectories will be ignored.

110 trajectories remaining

MSD = (3.89217e-14 +- 1.46555e-14) m2/s2
Viscosity = (0.0441111 +- 0.0266408) Pa/s

| Start over ‘ Exit program

Pa/s

Obr.80: Zobrazeni vysledkii, smernice MSD(t) a viskozity
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Viscosity—an integral property of a liquid—is traditionally determined by mechanical instruments.
The most pronounced disadvantage of such an approach is the requirement of a large sample volume,
which poses a serious obstacle, particularly in biology and biophysics when working with limited
samples. Scaling down the required volume by means of microviscometry based on tracking the
Brownian motion of particles can provide a reasonable alternative. In this paper, we report a simple
microviscometric approach which can be conducted with common laboratory equipment. The core of
this approach consists in a freely available standalone script to process particle trajectory data based
on a Newtonian model. In our study, this setup allowed the sample to be scaled down to 10 ul. The
utility of the approach was demonstrated using model solutions of glycerine, hyaluronate, and mouse
blood plasma. Therefore, this microviscometric approach based on a newly developed freely available
script can be suggested for determination of the viscosity of small biological samples (e.g., body

fluids). © 2015 AIP Publishing LLC. [http://dx.doi.org/10.1063/1.4913386]

. INTRODUCTION

A wide variety of scientific approaches as well as tech-
nologies rely heavily on understanding the flow of complex
fluids. Traditionally, viscoelastic properties (i.e., viscosity,
elastic modulus, etc.) of fluids were studied with mechanical
rheometers (i.e., rheometry—the determination of complex
rheological properties) and viscometers (i.e., viscometry—the
determination of viscosity only) in various geometries and
measurement modes. Despite providing valuable information,
classical rheometry or viscometry exhibits certain limita-
tions. First, conventional instruments require a relatively high
volume of sample (a few milliliters) for each measurement,
which limits their use for materials that are difficult to obtain in
large quantities.'? Further, a rheometer or viscometer can op-
erate reliably only in a fixed range of viscosity.> Additionally,
these instruments fail to detect local variations in properties in
heterogeneous systems due to the averaged response.

Nowadays, microrheological approaches have been
widely used to overcome the abovementioned problems. They
are based on determination of the movements of microscopic
particles within the sample environment. According to the
character of the energy moving with the particles, microrhe-
ology covers both passive (thermal energy-driven Brownian
motion) and active (light beam-, electric field-, or magnetic
field-driven directed motion) approaches. The passive mi-
crorheology approach includes video-based particle tracking
microrheology, which is the most common and accessible
method. Its theoretical background has been extensively re-
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viewed'* (for a brief description see supplementary material
section “Passive Microrheology Principles” in brief”).

This approach requires only simple instrumentation (an
optical microscope and a CCD camera). The choice of parti-
cles is, however, a crucial step, which can affect the final
microrheology results.® Greatest attention must be paid to
the size of the particle. In the case of the determination of
macrostructural properties comparable with those investigated
in classical rheology, it is necessary to use particles with
a radius bigger than the expected mesh size of the sample.
Further, the density should be close to that of the material to
be examined in order to avoid particle sedimentation.”® The
surface of the particle should be inert in regard to the material
to be examined.*%!0

Undoubtedly, the biggest advantage of the microrheo-
logical approach is the remarkable reduction in the amount
of sample needed for one measurement, which makes this
method the best solution for expensive, hard to obtain, and
small-volume biological materials (such as fluids from small
animals). The most challenging aspects of this approach are
particle tracking, data analysis, and calculation of the visco-
elastic parameters of the sample, which can be performed
using specialized software.

Algorithms were developed by Crocker and Grier!! and
were implemented in the Integrated Data Language (IDL)
platform.!> They have recently been transferred into other
software platforms such as Matlab,' Python,'* and Labview. '
These scripts can provide comprehensive information about
the viscoelastic properties of a liquid. On the other hand, well-
trained staff is needed to operate them. Further, a license has
to be obtained for the software platform in many cases. Strik-
ingly, a simpler, easier-to-use microrheological approach to
determine viscosity (i.e., microviscometry) has been missing.

©2015 AIP Publishing LLC
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In this paper, we report a simple and straightforward
microviscometric approach based on the Newtonian model,
which can be conducted with simple laboratory equipment,
freely available image analysis software, and our freeware
custom-made script to process particle tracking data. Thus, we
provide a tool comprehensible to a broad range of scientists
interested in the determination of the viscosity of small sam-
ples (e.g., body fluids).

Il. MATERIALS AND METHODS
A. Sample preparation

Model experiments were performed using glycerine solu-
tions, which were chosen as homogeneous, Newtonian fluids
with known values of viscosity. A dilution set including
concentrations of 10%, 20%, 40%, 60%, and 80% (w/w) of
glycerine in demineralized water was prepared.

Solutions of sodium hyaluronate (mean molecular weight
550 kDa, Contipro, Czech Republic) with concentrations of
0.01%, 0.1%, 0.5%, 1% (w/w) were prepared in phosphate
buffered saline (PBS, pH 7.4).

A mouse blood sample was obtained by heart puncture
of a 10-week-old anesthetized (ketamine, xylazine) male C57
BL/6 mouse. Coagulation was prevented by means of citrate
treatment. Plasma was prepared by centrifugation at 2000 g
for 10 min at room temperature. All animal experiments were
approved by the local ethics committee (IBP, Brno, Czech
Republic) and in harmony with the EU and U.S. National
Research Council’s Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals.

All samples were supplemented with a 0.02% (V/V)
suspension of polystyrene latex microspheres (density 1.05
g cm™3, refractive index 1.59, Sigma Aldrich) immediately
before the determination of viscosity.

B. Microviscometry

Ten to fifty ul of sample was loaded into a glass chamber
to prevent drying and convectional flow. The bottom part of the
chamber was made out of a microscope slide. Two coverslides
served as spacers (about 100 um high) and an optical window
was created out of third coverslide. The individual parts of
the chamber were set together by UV light cure adhesive
(CONLOC UV 651). One side of the chamber was left open as
a slit to inject a sample (see supplementary material for more
details®). This slit was sealed with silicone oil after sample
injection. The chamber with the sample was mounted on the
microscope stage (Nikon Ci-L). The microscope was seated in
an air conditioned room (20 + 1 °C). The temperature of the air
was monitored in the vicinity of the sample. All equipment and
samples were equilibrated to ambient temperature for at least
20 min before measurement. Microscopy took tens of seconds.
The light intensity was kept as low as possible. With such set-
tings, we did not observe any impact of the microscopy proce-
dure on the rate of Brownian motion. The Brownian motion
of particles was captured by a CCD camera (CMOS USB 3.0,
resolution 1280 x 1024) using a 40 X objective. These condi-
tions resulted in a pixel size of 0.1846 um. Particle movement
was analyzed using the Mosaic plugin'® in ImageJ'” or Spot
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Track plugin'® in ICY' in order to determine particle trajec-
tories. The trajectory data were processed using our custom
made script. In parallel, the viscosity was determined using
the well-established particle tracking codes first developed by
Crocker and Grier'' and integrated into IDL.

The total net time required per complete analysis of one
single sample was 10-50 min. The most time-consuming step
was the analysis of particle movement. Our script processed
vast majority of trajectory data files within a minute.

C. Bulk rheometry

Rheological measurements were carried out with an AR-
G2 Rheometer (TA Instruments). Double gap cylindrical
geometry was used because of the low viscosity of the sam-
ple. The samples were allowed to relax for 5 min before
measurements. A temperature of 20 °C was maintained with
a circulating fluid bath during the experiment. A steady state
flow test was performed with the shear rate ranging from 10 to
500s~!. Viscosity was determined using the Newtonian model.

D. Viscometry

Viscometry was performed by means of an Anton Paar
AMVn viscosimeter according to Hoppler’s falling ball prin-
ciple. The temperature was kept constant by a thermostat at
20°C.

lll. RESULTS

In order to determine the viscosity of small samples
(tens of microliters), a simple microviscometric method was
developed. As a probe, polystyrene particles (spheres) having
adensity of 1.05 g/cm? were chosen. One um particles showed
clearly detectable Brownian motion in all tested conditions (in
standard solutions as well as biological samples). The much
slower movements of 5 um particles approached the resolution
limits of the imaging system. Therefore, 5 um particles were
not used for further experiments. The experimental setup
resulted in a pixel size of 0.1846 um. Particle trajectory data
were obtained using the Mosaic plugin'® in ImageJ]'” or Spot
Track plugin'® in ICY.'"” A comparison of viscosity values
produced with tracking data in ImageJ and ICY indicated
negligible differences (data not shown). The data generated
were processed by a custom made script (script is avail-
able at http://www.ibp.cz/local/software/microviscometry/).
It accepts output files of the abovementioned plugins con-
taining trajectory data. The script requires a configuration
file formatted in plain text that covers the video frame rate
(frames/s), particle radius (um), pixel size (um), minimum
trajectory length (frames), minimum correlation coefficient of
the mean squared displacement (MSD) curve, and maximum
number of 30 test iterations in the statistical exclusion of
outlying data.

After reading the data, the script applies the criterion of
the minimum trajectory length in order to omit short trajec-
tories. Then, MSD curves are calculated for individual trajec-
tories. Linear approximation is applied to each individual
MSD curve (see Sec. IV for rationale), and the slope and
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FIG. 1. Script workflow.

correlation coefficient are determined by means of linear
regression statistics. The diffusion coeflicient is calculated as
}1 of the MSD slope (see supplementary material for further
explanation’). MSD curves which show a too low correlation
coeflicient (<0.93) are excluded (see Sec. IV for details). The
distribution of the remaining diffusion coefficients is displayed
and the operator may consider the iterative application of the
30 rule to exclude outlying data and/or changing the range
manually. The latter allows the user to focus on a narrow
subpopulation of diffusion coefficients (Fig. 1). The viscosity
is calculated from the mean diffusion coefficient using the
Stokes—Einstein formula for 2D space,4
kT
= 6D’

where 17 [Pa s] is the dynamic viscosity, kg [1.380 65 m? kg s72
K~'] is the Boltzmann constant, 7[K] is thermodynamic tem-
perature, r [m] is particle radius, and D [m?s~!]is the diffusion
coefficient. See supplement material for further explanation.’

The value of the dynamic viscosity is displayed together
with standard deviation (SD) and a protocol showing the step-
by-step processing of data. The protocol also contains infor-
mation about the excluded data.

The approach was tested using glycerine standards in
water.2 Thus, the data obtained using our microviscometric
approach were compared with the data obtained with the AR-
G2 rheometer, the AMVn viscometer, and a standard mi-
croviscometric approach integrated into IDL.!! The average
sample volume was 5 ml for the AR-G2 rheometer, 5 ml for the
AMVn viscometer, 20 ul for the microviscometric approach
integrated into IDL, and 20 ul for our approach. Within the
range of 10%—80% of glycerine, the viscosity increased grad-
ually from 1.1 to 62 mPa s in accordance with literature data.
There was essentially no difference between the data obtained
by our approach and tabulated values or the data acquired
by other methods (Fig. 2). Further, our approach showed an

average precision of 12% over the whole range of glycerine
concentrations tested.

To determine the utility of our microviscometric approach
for more complex environments, the viscosity of a solu-
tion of sodium hyaluronate, a ubiquitous natural polymer,
was assayed. A high molecular weight preparation (mean
molecular weight 550 kDa) was chosen. The viscosity gradu-
ally increased with concentration. There were no statistically
significant differences from the data obtained by the microvis-
cometric approach integrated into IDL (Fig. 3). The average
precision of our approach was 15% in this case.

Our microviscometric approach allowed sample volumes
to be scaled down to a remarkable degree. Thus, to demon-
strate the utility of this method, the viscosities of small-volume
biological samples were determined. Mouse blood plasma
(10 pul sample) showed a viscosity of 1.958 +0.103 mPa s
(mean + SD, n = 4) at 20 °C.

70

60 -
= [J Tabulated values
S 50 - [ Rheometer
£ Falling ball viscometer
z 404 g Microviscometry/IDL
'g 30 | B Microviscometry/our script
)
> 20

10

0

Glycerine content (%, w/w)

FIG. 2. Comparison of tabulated data and the results of well-established
approaches to determine viscosity with the output of our microviscometric
approach: viscosities were determined by an AR-G2 rheometer, an AMVn
viscometer, a microviscometric approach integrated into IDL, and our sim-
plified microviscometric approach. Data are displayed as mean value +SD,
n = 3. There were no statistically significant differences (a. = 0.05) among vis-
cosity data and the literature value at particular concentrations of glycerine.
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FIG. 3. Viscosities of model sodium hyaluronate solutions: sodium
hyaluronate was dissolved in phosphate buffered saline (pH 7.4). The viscos-
ity was determined by means of a microviscometric approach integrated into
IDL and our microviscometric approach. Data are displayed as mean value
+SD, n=3. There were no statistically significant differences (a=0.05)
among viscosity data at particular concentrations of hyaluronate.

IV. DISCUSSION

Determination of the viscosity of very small samples
poses a significant challenge in biophysical and biological
research. Indeed, many well-established rheological ap-
proaches fail because larger sample volumes (>1000 ul) are
required.> This is why microrheological methods are very
promising. Among them, passive microrheology which fo-
cuses on thermally driven Brownian motion has proven itself
to be the approach of choice because the instrumentation
required is very simple. The evaluation of Brownian motion
has been implemented into a set of multipurpose software
packages (e.g., Matlab, Python, IDL modules, see above)
which are well suited to provide comprehensive information
about an experimental model including viscosity viscous and
elastic moduli, etc. Out of them a well-established microvis-
cometric approach integrated to IDL was used in parallel. We
shared the same principle of operation (particle tracking and
application of Stokes—Einstein formula to calculate viscosity)
with this approach. A major difference consisted in using
external particle trackers (see below) whereas the approach
integrated in IDL relies on internal particle tracker. Con-
cerning the processing of particle trajectories and viscosity
calculation, we adopted presumption of Newtonian behavior
of a liquid to maintain the simplicity of calculation. Further,
our script is focused on calculation of viscosity only. Contrary
there is no limitation to Newtonian behavior in the approach
integrated in IDL. More complex characteristics like viscous
and elastic moduli can be determined as a function of fre-
quency. The control of IDL based microviscometric approach
is based on command line with a possibility to display results
in a graphic interface. Our script relies completely on graphic
interface. The particle tracking in ImageJ or ICY is controlled
by graphic interface as well. The complexity of operations of
the microviscometric approach integrated to IDL as well as
its less user-friendly interface highlights a requirement for a
well trained staff. Our approach is, however, comprehensible
without any special training.

Freely available particle tracking software was used in
combination with our custom-made script (available at http://
www.ibp.cz/local/software/microviscometry/) to compute the
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viscosity. In detail, the Mosaic plugin'® in ImageJ !” detecting
bright particles over a dark background and the Spot Track
plugin'® in ICY' detecting either bright or dark particles
over a dark or light background, respectively, were used. The
essential procedure of our script is based on the presumption
of the Newtonian (i.e., viscosity is independent of shear stress)
or nearly Newtonian behavior of the fluid. The calculation was
performed by means of a 2D application of the Stokes-Einstein
equation (see above). The approach allowed the sample to be
scaled down to 10 ul. Further, the whole procedure required
only commonly available laboratory equipment.

When implementing such a microviscometric approach,
certain important parameters need to be considered. These
are particle size and density. In our study, inert polystyrene
spheres with diameters of 1 and 5 ym were used. The larger
ones, however, failed to exhibit clearly detectable Brownian
motion. The density of the spheres (1.05 g/cm?) was close to
that of the samples (1.00-1.20 g cm™>), minimizing the effect
of particle sedimentation or floating. Further, the size of the
particles was well above the internal heterogeneities (i.e., the
sizes of macromolecules) of the polymer and the biological
samples reflecting the global viscosity of the environment in
the sample.” The video of the Brownian motion of parti-
cles was recorded at a spatial resolution of 0.1846 um per
pixel. This ensured that the criterion of at least four pixels
per particle for sufficient particle detection was met.'> The
temporal resolution was limited by the camera frame rate
(30 frames/s). Though this masked diffusive events occurring
at higher frequencies, reliable data in terms of viscosity were
still collected. The processing of videos using the Mosaic
plugin (ImageJ) or Spot Track plugin (ICY) in order to obtain
trajectory data required just a simple 64-bit computer with 4
GB of memory, indicating no need for highly specialized IT
equipment. Extensive care was taken to obtain videos which
would result in 50 (or better, 100) or more trajectories, as
recommended in literature.?!

The core of our microviscometric approach consisted in
a custom made script to process trajectory data. After loading
the particle tracking data, the script first removed particle
trajectories not meeting the minimum length parameter. This
was to exclude noise generated by either particle detection
errors or the disappearance of particles from the focal plane.
Generally, such events result in very short trajectories.'? Sett-
ing a value between 30 and 100 ensured a strong popula-
tion of trajectories for further analysis. Changing the value
within the specified interval showed a negligible impact on the
determined viscosity value. Next, the linear approximation of
the MSD curve was carried out (i.e., the fluid was expected
to exhibit Newtonian or nearly Newtonian behavior) with a
chance of excluding anomalous trajectories by means of sett-
ing a minimum correlation coefficient. A value of 0.93, based
on linear regression statistics, allowed the exclusion of diffu-
sion coefficients representing linearized MSD curves which
explain less than 95% of experimental data points in the partic-
ular MSD curve. Finally, the script allowed the possibility of
removing outlying data by applying a 3¢ iterative approach.
The default value of ten 30 iterations was sufficient in most
cases. In the case of failure of the 30 statistical approach
(e.g., when used with a heterogeneous sample with two or
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more subdomains with different viscosities), the operator may
set the data range manually.

As a proof of concept, the experiment with glycerine
standards showed that our approach could provide essentially
the same results as standard rheology methods as well as a
microviscometric approach integrated into IDL for a broad
range of viscosities (Fig. 2). Such arange covers the viscosities
of various biological fluids (e.g., plasma, aqueous humor and
vitreous humor).?>>* The average precision of our approach
(12%) in the case of glycerine standards was comparable to
that of standard rheology methods. The particular advantage
of our approach consists in its very low demand on sample
volume, which, in our study, was reduced to as little as 10 ul.
Samples with volumes below 10 ul suffered from evaporation
during handling and imprecision of particle dosage as well.

Complex solutions of polymers are frequently found in
body fluids. The natural polymer sodium hyaluronate is pres-
ent in the interstitial space of animal cells® as well as in
some liquids like vitreous humour.?? In our study, high molec-
ular weight hyaluronate solutions were investigated to pro-
vide further proof of the effectiveness of our microviscomet-
ric approach. It showed essentially the same results as the
microviscometric approach integrated into IDL (Fig. 3). The
average precision achieved a value of 15%. Compared to the
microviscometric approach integrated to IDL, our approach
brought significant simplification of viscosity determination.

The availability of only a small amount of biological
sample poses an obstacle to the determination of its biophys-
ical characteristics. Conventional rheometry or viscometry
requires samples up to a few milliliters in volume. Thus,
our microviscometric approach demonstrated its utility in the
case of the determination of the viscosity of mouse plasma
(sample volume 10 ul). The determined value of the viscosity
of mouse blood plasma matched the literature-derived value**
recalculated to 20 °C (1.900 mPa s).

V. CONCLUSIONS

A simple procedure to determine viscosity in a small
sample (down to 10 ul) by means of evaluating the Brownian
motion of embedded microparticles has been established. The
core of the approach consists in a freely available standalone
script to process particle trajectory data based on a Newtonian
model. The script accepts data formats from two major open-
source particle tracking plugins (Mosaic/ImageJ and Spot
Track plugin/ICY). The instrumentation required comprises
commonly available laboratory equipment. The procedure
of data evaluation was simplified compared to multipurpose
software packages (see above). Altogether this should make
the approach attractive to a broad range of scientists. Proof
of concept experiments have demonstrated that the procedure
can yield reliable data.
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ABSTRACT: Steady-state and time-resolved fluorescence and @ @ @ @ @

UV—vis techniques were used to study the formation and
dissociation of acridine orange dimer in order to investigate
hyaluronan—acridine orange, hyaluronan—CTAB (cetyltrimethy-
lammonium bromide), polystyrenesulfonate—acridine orange, and
polystyrenesulfonate—CTAB interactions in aqueous solution.
Steady-state and time-resolved fluorescence and the dimer:mo-
nomer absorbance ratio of acridine orange (AO) were used to
determine dimer formation on polymer chains of polyelectrolytes.
Acridine orange clearly formed dimers on polystyrensulfonate
chains as well as on hyaluronan, but we show that the electrostatic
interaction is much weaker in the case of hyaluronan. After the
addition of surfactant, we observed an enhancement of fluorescence
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intensity, indicating the dissociation of AO dimers into monomers and the replacement of acridine orange on polymer chains by
surfactant molecules. Importantly, we show that surfactant molecules bind to polymer chains before the critical micelle
concentration is reached and form the so-called “bottle-brush” structure.

1. INTRODUCTION

The solubilization of hydrophobic molecules in water—micellar
environments is a very well known phenomenon'™ which
enables further investigation of micelle microenvironments or
interfaces by fluorescence techniques. For example, critical
micelle concentrations (CMC)*™” and micellar aggregation
numbers® ' are widely studied by steady-state or time-resolved
fluorescence spectroscopy. The aggregation of acridine dyes is
also a well-described phenomenon.''™** Negative charge,
represented for example by a polyelectrolyte or surfactant,
added to a solution of acridine dye causes the aggregation of
these molecules into dimers due to van der Waals forces and
the strong coupling of molecular transition dipole moments.
Coupling causes a wavelength shift in the absorption spectrum.
When a red or blue shift occurs, aggregates are called J-
aggregates or H-aggregates, respectively.12 The H-type
aggregates have forbidden radiative decay from the excited
state, and their absorption band is blue-shifted. From a
spectroscopic point of view, the fluorescence of the sample at
nearly 530 nm decreases with an increasing amount of dye
aggregate; the probability of absorption at 492 nm (monomer
band, the a-band) decreases with a concomitant increase in
absorption at 465 nm (dimer band, f-band) and at 450 nm
(oligomer band, the y-band). The formation of dye aggregates
is, of course, concentration-dependent, and in the case of
acridine orange (AO) the aggregates appear at and above its
concentration of 5 X 10> mol-L™" in aqueous solution."" In the
presence of a negative binding site, for example, the negative

-4 ACS Publications  © 2014 American Chemical Society
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charge of a surfactant or a polyanion, monomers of AO
condense on these sites and the dimer form of AO is preferred,
which changes its fluorescence intensity and a dimer fluorescent
peak appears in the fluorescence spectrum at around 657 nm."?
This depends on the concentration of both AO and binding
sites, and above a critical concentration, AO starts to form
nonfluorescent condensate dimers or even oligomers.u_lé
Acridine orange aggregates were used to study negatively
charged polyelectrolytes,'> probe—DNA interactions,">~"” and
probe—protein or protein—surfactant interactions."®"’

In this study, acridine orange was used as a fluorescent label
which is physically attached to the oppositely charged
polyelectrolyte. Physical (electrostatic) binding is supposed to
provide an advantage over traditional chemical (covalent)
fluorescence labeling in the study of interactions between
(labeled) polyelectrolytes and oppositely charged surfactants.
The label is attached directly to the interaction site, but its weak
physical bond should not prevent interactions with the
surfactant, which can be detected by changes in the aggregation
behavior of the acridine orange label. Systems comprising
oppositely charged polyelectrolytes and surfactants are of
growing interest not only as a subject of pure research but also
due to their various practical applications. For an overview of

. . 20-23
this area see several excellent reviews.
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Hyaluronan (more precisely, the sodium salt of hyaluronic
acid), one of the most important polysaccharides originating
from the mammalian body, was selected as the anionic
polyelectrolyte for this study due to our long-term interest in
its behavior and its potential applications in delivery systems.
The understanding of its importance has increased dramatically
over the last two decades. Many studies have focused on its
physical—chemical behavior, its role in tissues, and its cell
proliferation capacity, and methods have been developed to use
this polysaccharide in the healing of injuries, drug delivery
systems, antiaging applications, and so on. Hyaluronan is a
biocompatible and biodegradable polysaccharide consisting of
disaccharide units D-glucuronic acid and N-acetyl-p-glucos-
amine®* (Figure 1). Hyaluronan—surfactant or hyaluronan—
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Figure 1. Structure of (a) acridine orange, (b) CTAB, and (c)
hyaluronic acid.

liposome interactions provide a useful model for anticancer
drug delivery systems based on hyaluronan sensitivity to the
CD44 receptor.”>~>’ Delivery systems based on hyaluronan
should be quite selective for tumor cells because CD44 is
overexpressed in cancer cells.”® Micelles provide, in this model,
a good environment for drug solubilization and controlled
release, and hyaluronan provides controlled targeting of the
drug.

The paper is organized as follows. In the first part, we present
a study of the interaction between hyaluronan and acridine
orange in the absence of surfactant; in the following part, the
interaction between cationic surfactant and a hyaluronan—AO
system is presented. Then, a comparative study of the
interaction between polystyrenesulfonate (PSS) and acridine
orange in the presence of cationic surfactant is added to
compare a synthetic polymer with a higher charge density (a
“stronger polyelectrolyte”) and hyaluronan biopolymer. PSS
was selected because it is a well-known and defined polymer
and a strong polyelectrolyte and because interactions between
PSS and cationic surfactants have been proven and investigated
in other studies.'">* On the other hand, hyaluronan is known
to have a low charge den51ty and to interact relatively weakly
with cationic surfactants.*®

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials. All reagents and solvents were used as received, and
their purity was higher than 97%. Hyaluronan (molecular weight of
300 kDa) was purchased from CPN spol. s.r.o. (Czech Republic).
Polystyrenesulfonate (molecular weight 70 kDa), CTAB, and acridine
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orange hydrochloride hydrate were purchased from Sigma-Aldrich.
Stock solutions of hyaluronan, polystyrenesulfonate, surfactant, and
acridine orange were prepared in deionized water. For experiments in
the presence of NaCl, 0.15 or 0.5 M NaCl solution was used. Samples
for acridine orange and polyelectrolyte interaction were prepared as
follows: 25 uL of acridine orange stock solution were added to plastic
vials and a fluorescent probe was diluted with an appropriate volume
of hyaluronan and solvent to achieve a concentration range for
hylauronan from 5 X 107* to 15 g-L ™! and that for polystyrenesul-
fonate from 1.25 X 107° to 3.6 g-L™". Samples for polymer—surfactant
interaction were prepared with a constant concentration of acridine
orange and polymer (respective equivalence point for each polymer
determined by the formation of acridine orange dimer) and with an
increasing concentration of surfactant ranging from 3 X 1077 to 4 X
107 mol-L™". All samples were stirred overnight to ensure
equilibration. The concentration of the fluorescent probe (AO) in
all samples was 1.7 X 10™° mol-L™" to avoid the presence of the dimer
absorption band in the bulk solution.'' The determined pH of all
hyaluronan samples varied between 6.6 and 5.6 (see examples in
Supporting Information, Table S1), which is well above the
hyaluronan intrinsic pK, (3.2°"). It can therefore be reasonably
expected that hyaluronan was fully dissociated. PSS is fully ionized in
the 6.2—8.9 pH range.>* The determined pH of all PSS samples varied
between 6.7 and 4.6, but pH was, in most cases, below 6.2 (see
Supporting Information, Table S1). It can be expected that PSS was
not fully dissociated. All measurements were made at 22 °C.

2.2. UV-Vis and Fluorescence Spectroscopy. Absorption
spectra were recorded on a Varian Cary 50 UV—vis spectrophotometer
with a wavelength range from 200 to 700 nm, and fluorescence spectra
were recorded on a FluoroLog Horiba Jobin Yvon spectrofluorimeter.
Fluorescence spectra were recorded with the excitation monochro-
mator at 492 nm and in the emission wavelength range of 500 to 650
nm. Because of the inner filter effect, the correction of emission
spectra was made according to the equation®

E,, = Ey, X 10"/2@ectAen)

corr — “obs

(1)

where F_,, and F,, are the corrected and observed fluorescence
intensities, respectively, and A,, and A, represent absorbance at the
excitation and emission wavelengths, respectively. Time-resolved
measurements were performed with a Fluorocube Horiba Jobin
Yvon spectrometer by means of a time-correlated single photon
counting technique. A 469 nm LED was used as the excitation source.
Fluorescence decays were collected with a 495 nm cut-off filter. A
time-to-amplitude (TAC) converter was set to the 50 ns window for
the measurement of acridine orange and the acridine orange—
hyaluronan system. During measurements of polystyrensulfonate—
acridine orange, the TAC range was changed from the S0 ns to the 200
ns window because of the increase in the fluorescence lifetime. The
repetition rate was set to 1 MHz, and the delay of the signal caused by
the cable path was always set 15 ns higher than the respective TAC
range.

Time-resolved fluorescence decays were analyzed by the iterative
reconvolution procedure of fitting the model function to experimental
data, and the fit was judged by nonlinear least-squares analysis.>***
Time-resolved data analyses were performed with DAS6 software from
Horiba Jobin Yvon using models for multiexponential decay with n
components using the equation

I(t) = Z a, exp(—t/7) @

where @, is a preexponential factor which relates to the amount of each
fluorescent component present in the system and ; is the fluorescence
lifetime of the ith component. The goodness of fit was judged by
reduced yz% which evaluates a mismatch between the data and the
fitted functlon and is independent of the number of degrees of
freedom.*

2.3. Microrheology. For microrheology experiments, a concen-
tration series of hyaluronan solutions in water was prepared by diluting
a stock solution. Ten microliters of a 1 ym polystyrene particle 2.5%
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suspension obtained from Sigma-Aldrich was added to 5 mL of
sample. Samples were stirred using a vortex stirrer for 10 s and then
were left to stand for 1 h.

Hardware for the microrheology experiments consisted of a Nikon
Eclipse €200 microscope and a Canon digital camera. Particle
movement in samples was recorded for 10 s at 50 fps and at a
resolution of 1280 X 720 in a dark field. Open source program Image]
with the ParticleTracking plugin was used for image analysis and the
determination of particle trajectories. This program yielded the x and y
coordinates of particle position as a function of time, which are used to
determine the dependency of the mean square displacement (MSD)
on time. The MSD is given by

MSD = ([x(t + 7) — «(t)]* + [y(t + 7) — y(t)]*) = 24Dt
3)
where d is the dimensionality or spatial extent®® (in our case two
dimensions), D is the diffusion coefficient, x(t) and y(t) are the

positions of particle i at time £, and ( ) represents an average over time.
For the determination of the microviscosity of the medium in the

vicinity of tracer particles, the Stokes—Einstein equation was used.>”*®
kT
D=2
6mnr 4)

As the hydrodynamic radius (r), the radius of tracer particles reported
by the manufacturer was used (0.5 ym). The final viscosity is the mean
value of the viscosities obtained from the MSD of at least 30 particles.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Results are displayed as the dependency of the studied physical
quantity on the polymer/dye ratio (P/D). The P/D ratio
represents moles of binding sites (carboxylic groups of
hyaluronan or sulfonate groups of polystyrenesulfonate) per
moles of dye. For hyaluronan, the molecular weight of its basic
dimer unit bearing one carboxyl group is 401.299 g/mol.

3.1. Interaction of Hyaluronan with Acridine Orange.
The spectral properties of AO are shown in Figure 2. At a
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Figure 2. Spectral properties of acridine orange in aqueous solution at
a concentration of 5 X 10™° mol-L™" of the dye and the absorption
spectrum for the aqueous solution at a concentration of 1.7 X 107°
mol-L™".

concentration of around § X 10™° mol-L™, it is clearly shown
that the monomer absorption band is joined by the dimer
absorption band. The absorption band of the dye oligomers
appears as a shoulder at 450 nm. These results also determined
the experimental setup of measurements with AO. To avoid the
formation of AO dimers in solution, we used a lower
concentration of acridine orange in samples (1.7 X 107 mol-
L™"); the absorption spectrum is shown in Figure 2. To cover a
wide range of P/D, our experiments were carried out with a
constant amount of dye and with changing polyelectrolyte
concentration.

8728

Figure 3a shows the dependency of the relative fluorescence
intensity measured at 527 nm (the emission maximum shown
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Figure 3. Dependency of the relative fluorescence intensity on the P/
D of the system with a constant concentration of acridine orange of
1.7 X 10~ mol-L™". Fluorescence is relative to the sample in which
hyaluronan is not present. The concentration of hyaluronan in (a)
covers the range from 0.5 to 400 mg L™". In (b), we expanded the
concentration range up to 15 g L™".

in Figure 2) on the P/D. (A table of P/D values and the
respective hyaluronan concentrations is shown in the
Supporting Information.) Relative fluorescence was relative to
the fluorescence of the sample without hyaluronan. It is
necessary to take into account the fact that the displayed data
are not obtained as titration curves. Rather, all points from this
dependency were prepared as separate samples, measured at
least three times and averaged.

The minimum in the relative fluorescence intensity can be
found in the dependency in Figure 3a. This minimum is
considered to be a point of equivalence, the point where all
probe molecules condense as dimers on the accessible binding
sites of the polymer. If all carboxylic groups are taken into
account as possible binding sites and the acridine orange
molecules condense to form dimers, then a value of 0.5 for the
point of equivalence can easily be predicted (for each carboxylic
anion, two probe molecules are necessary). As is obvious from
Figure 3a, the fluorescence intensity starts to decrease only at a
P/D of 0.5, and the experimental value of the equivalence point
is found at around P/D = 3 and is denoted as (P/D)..

The high value of the equivalence point can be explained in
three different ways. First, hyaluronan is not fully dissociated
under these experimental conditions, but the pH of samples
suggests the full dissociation of hyaluronan. Second, some
carboxylic groups are not accessible for AO molecules, or AO
dimer formation is prevented probably because of interchain
interactions. Third, interactions between AO and hyaluronan
are weak, which contributes to the high value of the equivalence
point. It is possible that AO dimers are formed via interchain
interactions which could cause the inaccessibility of other
carboxylic groups. The value P/D = 3 means that only (100/
6)% of polymer binding sites (carboxylic groups) are accessible
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for the formation of acridine orange dimers. The calculation of
the accessibility of polymer binding sites is based on the
assumption that, for fully dissociated polymer, each carboxylic
group possesses two molecules of acridine orange to form
dimers and to obtain the minimum in fluorescence intensity. In
other words, P/D = 3 represents a 6-fold less efficient degree of
AO dimer formation when compared to the ideal case. It
should be noted that the real concentration of hyaluronan in
the sample at this equivalence point is 20 mg L™'. At this
concentration we are dealing with a highly diluted polymer
regime; therefore, the polyelectrolyte hyaluronan should be
stretched and fully dissociated.>* However, in the presence of
oppositely charged acridine orange, a similar phenomenon of a
partial collapse may occur, as observed in polyelectrolyte—
surfactant systems>> in which the chain extension is decreased,
which may also result in the hiding of hyaluronan carboxylic
groups. If this is the case, then the hyaluronan concentration for
such collapse in the presence of AO should be around 0.02 g/L.
The relatively high (P/D), value is also consistent with the
observation of no phase separation in hyaluronan—AO systems,
which again indicates some similarity with polyelectrolyte—
surfactant systems in which the formation of electrostatically
stabilized colloidal dispersions was observed at high poly-
electrolyte-to-surfactant ratios.”*

Above the (P/D),, the number of available polymer binding
sites increases with a concomitant increase in the fluorescence
intensity because of the dissociation of acridine orange dimers.
It is remarkable that when the concentration of binding sites, in
fact, of sodium hyaluronate, increases nearly 30 times (from P/
D = 3—-90), the fluorescence intensity measured for P/D = 90
is lower than the values at low P/D. This suppressed
fluorescence intensity may be caused by conformational
changes in hyaluronan.

If we expand the P/D range to the higher concentrations of
hyaluronan, then unexpected results are obtained. As can be
seen in Figure 3b, above a P/D of 147 (when the hyaluronan
concentration is exactly 1 g L™') another decrease in
fluorescence intensity is observed; a second minimum can be
found at P/D = 882 (when the concentration of hyaluronan is
around 6 g L™').

At first sight it seems that this decrease cannot be easily
explained by dimer condensation because the theoretical
number of polymer binding sites is too high. On the other
hand, the decrease and subsequent increase in fluorescence is
statistically relevant. Because of the sensitivity of the excited
state with respect to many conditions (e.g, viscosity, polarity,
the presence of ions,..) another method to confirm the
obtained results would be useful. In the case of AO, absorption
spectroscopy can yield important information.

The absorption maximum of the monomeric form of AO is
located at 492 nm and is often called the a-band. In absorption
spectra, another two peaks can be found. The first, the $-band,
is located at 465 nm and is related to the dimer peak. Between
the a- and f-bands, an isosbestic point can be found at around
470 nm. At a high concentration of AO in the system, the -
band is replaced by the y-band at ~450 nm. This band is related
to the absorption band for AO oligomers.""

In our study we compared fluorescence and absorption data
(Figure 4). For the absorption spectra we used the ratio of
dimer to monomer absorbance determined at 465 and 492 nm,
respectively (in Figure 4 depicted as dimer:monomer, which
directly reflects changes in dimer presence in the sample).
Despite the fact that the fluorescence and absorption data were
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Figure 4. Comparison of dependencies of the relative fluorescence
intensity and dimer:monomer ratio on the P/D. The concentration of
hyaluronan covers the range from 0.5 mg L™ to 15 g L7
Fluorescence is relative to the sample in which hyaluronan is not
present.

collected according to different photophysical processes, they
exhibit correlation behavior. In the region where fluorescence
decreases, an increasing dimer:monomer ratio can be found and
vice versa.

It can also be shown that interactions between acridine
orange and hyaluronan have an electrostatic origin. In this case,
the addition of low-molecular-weight salt can directly suppress
the interaction via the shielding of charges. Figure $
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Figure S. Dependencies of relative fluorescence intensity on P/D at
different ionic strengths of the solution. The ionic strength was
influenced by sodium chloride. Fluorescence is relative to the sample
in which hyaluronan is not present.

summarizes the results from these experiments. At first sight,
the addition of sodium chloride to the environment leads to
suppression of the interaction between probe and polymer.
This is manifested in higher values of relative fluorescence
around (P/D), with increasing ionic strength. The value of (P/
D), remains roughly the same for 0.15 M and decreases slightly
from 3 to 2 for 0.5 M NaCl. Also, for the region between (P/
D), and a P/D of around 147, values of relative fluorescence
follow changes in ionic strength.

A remarkable phenomenon occurs in the second-decrease
region. This decrease is still present, and for 0.15 M NaCl, it
seems not to be suppressed as much as the decrease around (P/
D). This phenomenon is interesting because hyaluronan
occurs in mammalian tissue in units of grams per liter, and 0.15
M is the ionic strength of the human physiological environ-
ment. However, the mechanism behind it is open to discussion.

Thus, it can be concluded that the obtained results from the
fluorescence measurements are a relevant reflection of
dimer:monomer proportions in solution and that changes in
fluorescence intensities are not caused by probe concentration
fluctuations. AO labels at least a portion of hyaluronan
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carboxylic groups with the equivalence point of (P/D), = 3,
which corresponds to some saturation of the label on the
labeled groups. However, these results do not directly explain
the second decrease or rather the second region where the
amount of AO dimer significantly increases.

One of the possible explanations of this phenomenon could
be found in conformational changes in hyaluronan chains in
solution or intrachain interactions. In units of grams per liter,
hyaluronan should take a conformation that makes most
binding sites inaccessible for electrostatic interaction with
acridine orange. We showed changes in conformation using
microrheology. This method allows the determination of the
mean viscosity of the microstructure of a sample because small
sensors used for microrheology determine the microviscosity of
the microenvironment in contrast to macroscopic rheology or
viscosity measurements. These small sensors better reflect small
conformational changes in a sample. Of course, hyaluronan
solutions, especially at concentrations above tens of milligrams
per liter, are non-Newtonian fluids, so the obtained micro-
viscosity values from microrheology are relevant only for
comparison between them. The microrheology method was
calibrated to the viscosity of water.

Figure 6 compares the obtained fluorescence and viscosity
data. Both types of data were obtained for hyaluronan with a
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Figure 6. Dependencies of the fluorescence intensity and viscosity
obtained from microrheology experiments on the hyaluronan
concentration. Fluorescence is relative to the sample in which
hyaluronan is not present.

molecular weight of 300 kg mol™ in aqueous solution. The
dependency of viscosity on concentration increases steeply at
first and then shows a leveling off with a weak maximum within
the range of roughly 3—5 g of hyaluronan per liter. It then
exhibits an abrupt increase, which corresponds to the reincrease
in relative fluorescence (after the second minimum in Figure
4).

More accurately, after (P/D), = 3 (hyaluronan concentration
of 0.02 g L™, cf. Table S1), there is a region where the viscosity
as well as fluorescence intensity (or dimer:monomer ratio)
increases. This can be explained by the increasing concentration
of polymer in solution, with more polymer chains meaning
more binding sites and more barriers. An increase in viscosity is
hindered in the region around 1 g L™ hyaluronan, and at this
point, the fluorescence starts to decrease significantly with
increasing hyaluronan concentration. Thus, in the concen-
tration region of 1 to S or 6 g L™, it appears that more chains
in solution mean fewer binding sites and a smaller effect on the
viscosity of the solution. In the region between 5 and 6 g L™*
both dependencies have their minimum, and above this region
the viscosity as well as fluorescence intensity increases linearly.
This increase can be explained by interchain interactions of

hyaluronan because at this concentration the chain domains
start to overlap.

Here it can be concluded that changes in the occupation of
polymer binding sites by cationic probes are commensurate
with changes in viscosity. Especially in the region from 1 to S or
6 g L™" it seems that polymer chains added to the solution form
some kind of aggregate which does not affect the microviscosity
and shields charged binding sites against interactions with
cationic probes.

3.2. Interaction of CTAB with the Acridine Orange—
Hyaluronan System. In this part of our study we were
interested in whether the cationic surfactant CTAB is able to
replace acridine orange dimers attached to the hyaluronan
chain. We used a constant concentration of hyaluronan and
acridine orange corresponding to the equivalence point
determined in the previous section.

The absorption spectra showed a significant increase in
absorbance when even 1077 mol-L™' CTAB was added to the
acridine orange—hyaluronan system (spectra are shown in
Supporting Information; they are represented also by the
dimer:monomer ratio in Figure 7, see further in the text). In the

90 0.9
= Fluorescence

Q 80 oDxmer,Monomer(-)E Eiﬁ. E 0
& 70 E! } 0.82
g 60 [ e
s [<]
3 50 3 =
07%
£ 4 } 7y ig £
5 E
da A °
201" 06
1E-07 1E-05 1E-03

[CTAB] mol/L

Figure 7. Dependencies of the fluorescence intensity and dimer:mo-
nomer ratio as a function of CTAB concentration in the AO—
hyaluronan—CTAB system (concentrations of AO and hyaluronan
correspond to the equivalence point (P/D), = 3).

absence of hyaluronan, there was no change in absorption
spectra when CTAB was added to the AO solution; thus, the
changes in absorption spectra in the presence of hyaluronan
and with increasing CTAB concentration were caused by the
electrostatic interaction of CTAB with hyaluronan. CTAB
started to replace the acridine orange dimers, the dimers
dissociated, and the dimer:monomer ratio decreased (i.e., the
absorbance increased), especially around the CTAB concen-
tration of 10™° M. An interesting phenomenon occurred around
the critical micelle concentration (in the literature, the CMC of
CTAB is 0.92—1 mM®) as the dimer:monomer ratio increased
again (i.e., the absorbance decreased). CTAB probably started
to form free micelles, which led to electrostatic attraction
between acridine orange monomers in bulk solution and
dissociated carboxylic groups. Acridine orange dimers were
formed again, which was the reason for the increase in the
dimer:monomer ratio. The reaggregation of acridine orange
dimers caused both an increase in absorbance and a change in
the dimer:monomer ratio.

The interaction of CTAB with the AO—hyaluronan system
was further studied by steady-state fluorescence (Figure 7). The
fluorescence intensity of acridine orange in a sample at the
equivalence point (P/D), without the addition of CTAB was
significantly smaller than the fluorescence intensity in the
presence of CTAB at the lowest concentration used, which
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indicates that, at the equivalence point, there should be
significant occupation of carboxylic groups of hyaluronan by
AO dimers. The AO dimer has a reported emission band at
around 650 nm.'*'>* In our case, no such peak appeared
around this region in any sample, which would suggest either
no or very weak aggregation of AO on carboxylic groups of
hyaluronan. However, the dependency of both relative
fluorescence and the dimer:monomer ratio on P/D depicted
in Figure 4 shows changes in the fluorescence intensity and
dimer:monomer ratio, respectively, and confirms the formation
of AO dimers.

After the addition of surfactant at a concentration lower than
its CMC, the fluorescence intensity increased rapidly (Figure
7). This increase in fluorescence intensity (as well as the
decrease in absorbance described above in the text) could be
ascribed to the electrostatic interaction between hyaluronan
and CTAB and to the dissociation of AO dimers. When the
surfactant concentration was close to its CMC, the fluorescence
intensity decreased (Figure 7). Such a phenomenon may be
caused by the aggregation of some AO monomers into dimers
again. Before the critical micelle concentration was reached, the
electrostatic interaction caused the molecules of the surfactant
not to remain at the air—water interface but to bind to
carboxylic groups of hyaluronan.**">* When the CMC of
CTAB was reached, the surfactant molecules formed micelles
not only on the hyaluronan chain but also in bulk water, which
may again have led to the reavailability of some binding sites for
AO. We believe that after the formation of micelles there are
again some free binding sites on the hyaluronan chain where
acridine orange forms dimers and that this is the reason that the
fluorescence intensity decreased. This situation was seen also in
absorption spectra, where the ratio of acridine orange dimer
and monomer absorption increased when the CMC of CTAB
was reached. In our study, the polyelectrolyte caused the single
surfactant molecules to be pulled electrostatically into the water
environment and to bind to the polymer chain before the
critical micelle concentration was reached. Therefore, in
general, electrostatic interactions must be stronger than
repulsion between the surfactant chain and bulk water.
Molecular dynamics simulations performed by Liu et al.*'
showed the formation of the so-called “bottle-brush” structure
caused by the adsorption of surfactants on the polyelectrolyte
chain. We believe that this structure can also explain our results
with AO. This hypothesis is supported by (unpublished) data
from our other fluorescence study, which used traditional
fluorescent probe pyrene to investigate the polarity of the
microenvironment of the probe. The pyrene excitation polarity
index (ExPI) as a function of surfactant concentration was used
to evaluate this measurement. The ExPI is based on the fact
that in the ground state the pyrene absorption band is shifted
bathochromically in a nonpolar environment. The ExPI is
obtained when the fluorescence intensities at two positions of
the excitation monochromator (333 and 338 nm) are measured
while the position of the emission monochromator (392 nm)
remains constant.*” An example of data collected for
hyaluronan is shown in Figure S3 in the Supporting
Information, together with the data from this work. At low
surfactant concentrations (before the critical aggregation
concentration) we can see no change in ExPI when compared
to water, while the fluorescence intensity of AO increases (cf.
Figure 7). This means that surfactants bind to the
polyelectrolyte chain but do not form any micellelike aggregates
(ie, they probably form the bottle-brush structure). The
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formation of aggregates is detected at higher concentrations by
decreasing ExPI (and by the leveling-off of the AO fluorescence
intensity).

Fluorescence lifetimes were determined in the pure AO
solution and in hyaluronan—AO and hyaluronan—AO—
surfactant systems. In a diluted solution of acridine orange,
we assumed monoexponential decay; in the AO—hyaluronan
system, we assumed bi- or triexponential decay according to the
formation of the AO dimer and/or oligomer with longer
lifetimes than that of the monomer because fluorescence from
the AO dimer excited state is a forbidden process.'* Then, we
assumed that after the addition of surfactant there should be an
increase in the relative amplitude of the acridine orange
monomer lifetime and that the decay should be monoexpo-
nential after the dissociation of all of the dimers. We obtained a
monoexponential decay for diluted pure acridine orange
solution with a lifetime of 1.75 ns as expected. The lifetime
calculated from the decay curve of the equivalence point in
hyaluronan—AO was 1.78 ns (ie., very close to the value
determined for pure AO). The equivalence point was
determined by steady-state fluorescence as described in the
previous section, where we also showed that the decrease in
fluorescence intensity suggests the formation of AO aggregates.
Lifetime measurements do not confirm the formation of AO
dimers, but fluorescence from acridine orange aggregates is a
forbidden process, which means that the lifetimes of acridine
orange aggregates may not appear in the fluorescence decay.
We assume that in steady-state measurements of samples
around the equivalence point all we can see is the weak
fluorescence of remaining nonaggregated acridine orange
monomers. This was also assumed from the fluorescence
spectra, where no dimer fluorescence peak appeared. The
interaction between acridine orange and hyaluronan is probably
not as strong as we assumed (also we have to consider that only
16% of binding sites appear to be available); however, there is
still a weak electrostatic interaction and the dimers are still
formed, which could be the reason that the fluorescence
intensity decreased so rapidly before the equivalence point
(Figure 4). Yet, the probability of fluorescence in these
aggregates is low; thus, we do not see any other (dimer or
oligomer) fluorescence peak in addition to the monomer
lifetime. But if we had observed no increase in fluorescence
intensity, it would have meant that the surfactant had not
replaced acridine orange. It is also possible that the hydrophilic
head of CTAB is too large to bond electrostatically to
carboxylic groups of hyaluronan because of the hydration of
the hyaluronan chain; however, we believe that this is not the
case because we see changes in fluorescence intensities as a
function of surfactant concentration. The hyaluronan hydration
shell was probably the reason that acridine orange formed
dimers with no significant fluorescence and why we saw only
decreasing (or increasing in the case of interaction with the
surfactant) fluorescence from acridine orange monomers.

3.3. Interaction of CTAB with an Acridine Orange—
Polystyrenesulfonate System. According to the fluores-
cence and absorption spectra of acridine orange in the presence
of polystyrenesulfonate (PSS), we assume that acridine orange
forms dimers in the presence of polystyrenesulfonate (Figure
8). As in the case of hyaluronan, the fluorescence intensity of
AO decreased with a concomitant increase in PSS concen-
tration; the minimum was very shallow (Figure 8a) and it was
not easy to determine the equivalence point. Apparently, the
break point is at a P/D close to 1, in agreement with Peyratout
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Figure 8. (a) Ratio of relative fluorescence and absorbance (D:M) of
acridine orange monomer and dimer in the PSS—AO system.
Fluorescence is relative to the sample in which PSS is not present.
(b) Emission spectrum of acridine orange from a sample without PSS
and with PSS (at the equivalence point determined in this section, P/
D = 4).

et al.'* in which, however, a very narrow range of P/D was
used. Taking into account the numerical values of fluorescence
intensities at P/D above 1 (and up to 20—30), their error bars,
the corresponding D:M absorbance, and the relative
representation of dimer fluorescence lifetimes (see further in
the text), the equivalence point for (P/D), was determined to
be around 4 (0.825 mg/L). We assume that this value and the
shallow minimum are a result of stronger AO interactions with
PSS because of the formation of AO oligomers, which were
determined using time-resolved fluorescence as described
further in the text. Fluorescence spectra also showed the
formation of a new (dimer) peak at around 650 nm (see the
example of the system at the equivalence point in Figure 8b)
when the PSS concentration was increased.'”" This result
suggests that AO dimer formation is much stronger in the
presence of polystyrenesulfonate than in the presence of
hyaluronan. At a P/D of around 10, there was an increase in
fluorescence intensity accompanied by a decrease in the
dimer:monomer absorbance ratio, which was obviously caused
by the dissociation of acridine orange dimers due to the
existence of too many binding sites to occupy. At this moment,
acridine orange binds to the PSS chain, preferably in
monomeric form.

After the addition of a premicellar concentration of surfactant
(1075 mol/L) to the PSS—AOQ system, the absorbance of the
dimer:monomer ratio rapidly decreased, which suggests the
dissociation of acridine orange dimers. Most importantly,
however, the dimer peak at around 650 nm disappeared and the
fluorescence intensity increased rapidly (results not shown).
This means that the surfactant replaced the acridine orange
dimers on the polystyrenesulfonate chain. The acridine orange
dimers dissociated, which caused an increase in fluorescence
intensity and the disappearance of the emission band of the AO
dimer. Fluorescence lifetime measurements confirmed steady-
state data. The fluorescence decay of acridine orange at the
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determined equivalence point of (P/D), = 4 exhibited a lifetime
of 1.66 ns for monomer, 15.94 ns for dimer, and 6.15 ns
probably for other AO aggregates or the formation of an
acridine orange—PSS complex, as reported for acridine orange—
DNA complexes.”> We assumed that the lifetime of 15.94 ns
was the dimer lifetime because iterative reconvolution
recovered the majority of long-lived components when we set
the emission monochromator to 650 nm, where the emission
maximum of the AO dimer is located. According to Ito et al,
the lifetime of the AO dimer in the PVA film was around 10
ns.'® The relative representation of AO dimers increased with
increasing P/D, and the maximum was recovered at around P/
D 4. Then, the relative representation of AO dimers
decreased with the increasing representation of AO oligomers.
A triexponential function to fit data around the equivalence
point was used because the correlation between the measured
data and fitting parameters was poor for a biexponential
fanction (Figure S2 in Supporting Information). When a
triexponential function was used, standard deviation values
were randomly distributed around zero (Figure S2) and the y3*
value decreased from 2.3 to 1.2 when compared to the
biexponential function. After the addition of the above-
mentioned concentration of surfactant (10™° mol/L), fluo-
rescence decay became monoexponential with a lifetime of 1.8
ns.

On the basis of the above results, the titration of acridine
orange and PSS solution with CTAB was performed with an
automatic titrator, and the emission spectrum of acridine
orange was measured after every addition of surfactant. We
managed to obtain a micro- to millimolar concentration range
with minimized human error during the preparation of such
small concentrations and the pipetting of such small volumes.
From the plot of fluorescence intensity as a function of CTAB
concentration, it is obvious that after the addition of a
micromolar concentration the fluorescence intensity increased
(Figure 9a). The increase in fluorescence intensity means that
monomeric surfactant molecules replaced acridine orange
dimers. These assumptions are confirmed in a plot of the
monomer:dimer fluorescence intensity ratio as a function of
CTAB concentration (Figure 9b). The monomer/dimer
fluorescence intensity ratio increased after the first addition of
surfactant until this ratio stabilized. The stabilization suggests
the replacement of most of the AO dimers with surfactant
molecules. Figure 9b suggests that the monomer:dimer ratio
was stable after the addition of more than 1 X 1075 M
concentration of surfactant. This means that, as suggested in
Figure 9a, the decrease in fluorescence intensity was caused by
the dilution of the sample while the system was titrated by the
surfactant.

3.4. Comparison of the Two Polyelectrolytes. A
comparison of Figures 4 and 8a shows that labeling the two
polyelectrolytes with acridine orange initially followed the same
pattern (at low values of P/D) except for the first two or three
points where the polymer concentration was very low, when
the fluorescence intensity decreased with increasing P/D, and
the absorbance ratio of dimer:monomer decreased in the same
time. After the equivalence (saturation) point was reached, the
fluorescence intensity in the case of PSS (the polyelectrolyte
with higher charge density) started to increase and the
dimer:monomer ratio decreased, which corresponded to the
increasing number of AO bound in monomeric form to the
increased number of available sulfonate groups. In the case of
hyaluronan, the polyelectrolyte with low charge density, the
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Figure 9. (a) Plot of the acridine orange fluorescence intensity as a
function of increasing CTAB concentration. (b) Plot of the AO
monomer/dimer fluorescence intensity ratio as a function of surfactant
concentration. The concentrations of AO and PSS were held constant
in all samples.

situation above the equivalence point was more complex. The
fluorescence intensity showed a second minimum accompanied
by a maximum in the dimer:monomer ratio dependence. This
was probably caused by overlapping hydrated biopolymer
chains and related microrheological effects at high hyaluronan
concentrations. In the hyaluronan-containing systems, no
fluorescence characteristics (either stationary or time-resolved)
corresponding to the AO dimer were detected. In these
systems, AO dimer fluorescence was quenched by effects of the
dimer microenvironment, and dimer existence could be
followed by absorption spectroscopy only. Both hyaluronan-
and PSS-based systems prepared at the equivalence point
composition responded to the addition of CTAB already at
very low concentrations. The fluorescence intensity increased in
comparison to both the surfactant-free system and with
increasing surfactant concentration, and at the same time, the
proportion of AO dimer decreased (which was more
pronounced for the PSS-based systems). This demonstrated
interactions between (AO-labeled) polyelectrolyte and surfac-
tant. The changes in spectroscopic characteristics with
surfactant concentration leveled off at a CTAB concentration
of about 3 X 107> M for hyaluronan and 4 X 107° M for PSS,
which are believed to correspond to the replacement of AO by
the surfactant. These concentrations can be viewed as kinds of
critical aggregation concentrations determined by the fluo-
rescence method; as expected on the basis of charge density,
the value for the PSS-based system was significantly lower than
that for the hyaluronan-based system. These conclusions are
also supported by the experiments with pyrene mentioned
above and are illustrated for hyaluronan in Figure S3 and for
PSS in Figure S4 in the Supporting Information. At the stated
concentrations, the pyrene excitation polarity index started to
decrease, indicating the formation of aggregates with hydro-
phobic domains. The value for PSS was significantly lower than
characteristic values reported in the literature on the basis of
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surface tension measurements,”" but the value for hyaluronan
was in excellent agreement with the critical binding
concentration determined from NMR self-diffusion measure-
ments.*® The fluorescence method presented in this work, like
the NMR measurements, is more sensitive to interactions on
the molecular level than methods such as surface tension.

4. CONCLUSIONS

Acridine orange was used as a fluorescent label attached to
oppositely charged functional groups of biopolymer or
synthetic polyelectrolyte—hyaluronan and polystyrenesulfonate,
respectively. The labeling changed the fluorescence and
absorption properties of dye molecules due to the formation
of AO dimers. The ratio of the number of polymer binding sites
to the number of dye molecules (P/D) at the equivalence point
was determined at the point of the fluorescence intensity
minimum. In the case of hyaluronan, a second minimum was
detected at a much higher P/D value, probably caused by
hyaluronan conformational changes at high concentrations. The
dissociation of the AO dimer upon the addition of surfactant to
the system corresponding to the equivalent P/D value was then
used to study polymer—surfactant interactions. The interactions
between hyaluronan and AO or surfactant were found to be
weaker than the interactions with polystyrenesulfonate,
probably due to the high hydration of hyaluronan chains.
Critical aggregation concentrations of CTAB determined by the
fluorescence method were 3 X 107> M for hyaluronan and 4 X
107 M for PSS. In the presence of both polyelectrolytes,
surfactant molecules were pulled into the solution before the
critical micelle concentration was reached. The formation and
dissociation of acridine orange dimer exhibited the formation of
the bottle-brush structure caused by the adsorption of
surfactants on the polyelectrolyte chain.
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