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1 UVOD

Reologie, jakozto véda zabyvajici se studiem viskdznich a elastickych vlastnosti materiali hraje
dilezitou roli v mnoha primyslvych oblastech. Charakterizace reologickych parametrii kazdého
materialu zdsadn¢€ napomaha pti vyladéni jejich vlastnosti tak, aby byl pro dany ucel co nejlepsi.

Reologie nasla své uplatnéni v Siroké Skale primyslovych oborti. 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 pripravé pokrmu,
charakterizovat ideélni slozeni nékterych potravin pro jeho nejjednodussi davkovani z lahve ¢i
kelimku. Své vyuziti nasla reologie i v oborech jako jsou 1ékarstvi ¢i farmaceuticky pramyslu pfi
vyrobé ¢i uzivani 1éku nebo charakterizaci viskoelastickych vlastnosti té€lnich tekutin jako je kev
¢i plazma.

Me¢fteni reologickych vlastnosti je jiz desitky let bézn€ 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 nazev napovidd, hlavni
vyhodou je mnoZtvi vzorku potfebné pro méteni. Mikroreologie je schopna ur€it viskoelastické
vlastnosti materidlu z pouhé jedné kapky (10 ul) a je tedy mnohem vhodnéjsi k méteni
biologickych, téZce dostupnych ¢i velmi drahych materidlti. Mikroreologie vSak nepifedstavuje
pouze jednu jedinou metodu. Jedna se o celou $kalu technik, pfi¢emz kazda z nich vykuzuje jisté
vyhody ¢i nevyhody a ke kazdému tcelu a materialu a mizeme vzdy vybrat tu nejvhodné;si.

Cilem této dizertacni prace je dikladné studium azavedeni pasivnich mikroreologickych
metod na fakulté¢ chemické. Jejich nésledna aplikace a studium moZnosti vyuZiti pro koloidni
systémy jako jsou polymerni roztoky, gely, ke studiu vlastnosti mezifdzového rozhrani a mnoha
dalsich.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Jak jiz bylo zminovano diive, mikroreologie je, na zéklad¢ svych rysi, unikatni metoda vhodna
ke studiu viskoelastickych vlastnosti takovych materidlt, u kterych to do této chvile nemuselo byt
vibec mozné. Pievazné z hlediska objemu potiebného vzorku. Mikroreologie muze také
ptredstavovat vhodnou dopliikovou metodu ke klasické reologii[1]. Mnoho vyzkumnych praci je
zaloZzeno na srovnavani vysledki jednotlivych mikroreologickych metod s vysledky ziskanymi
klasickou reologii. V mnoha piipadech byla pozorovana excelentni shoda téchto dat. Podminkou
souladu je vSak homogennost studované¢ho 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 ptipad¢ poruSeni
posledni podminky, dochazi k vytvafeni takzvané zoény vycCerpani (,,depletion zone*) okolo
pouzitych ¢astic, coz zpusobi jejich vétsi pohyblivost a nespravné vyhodnoceni viskoelastickych
vlastnosti [2,3].

Jak pasivni tak aktivni mikroreologické metody jsou v posledni dobé hojné vyuzivany pro
studium Siroké Skaly materidlti. Mezi zakladni oblast pouziti spadaji micelarni roztoky, studium
biomaterialt, gelti ¢i pribéhu gelace biopolymerti. Néasledujici reSerSni ¢éast je zaméfena na
aplikace mikroreologickych metod piedev§im na skupiny materidlt, které byly vice ¢i méné

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

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

Metoda pasivni mikroreologie je vyuzivana Corriganem a kol. [4] ke studiu sitovani mlé¢ného
proteinu B-lactoglobulinu pti zvySené teploté a nizkém pH. Tyto podminky zptusobuji agregaci
proteinu a formovani takzvanych amyloidnich fibril, které pozdéji vytvareji elastické sité. Na
koncentracich, nez jak naznaCovalo méteni klasickou reologii. Tento jev je dan skuteCnosti, Ze
oscilacni smykové sily klasické reologie mohou narusit vznikajici fibrily ¢i vznikajici sitové
struktury. Mikroreologie je tedy vhodnou metodou ke studiu geli v blizkosti kritické

koncentrace, kde klasicka reologie nevykazuje dostatecnou citlivost.
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Studiem proteinovych gelt se zabyva také Balakrishnan a kol. [5], konkrétné se jeho zajem
upind na roztoky laktoglobulinu s ménici se koncentraci a rtizné iontové sile, které nasledné
vytvareji gelové struktury. Ve svém studiu také pouzivaji ¢astice riznych velikosti, pro presnéjsi
charakterizaci mikrostruktury vzniklych geld.

Scheffold a kol. [6] se zabyvali studiem komplexnich systémii od ¢astic a biopolymernich gela,
ptes keramické suspenze az ke koncentrovanym roztoklim surfaktantli pomoci klasické reologie
a pasivni mikroreologie pouzitim DWS.

Studium sol-gel ptechodu se stalo predmétem zajmt Moschakise a kol. [7]. Sol-gel ptechod
kaseinatu sodného podléhajiciho gelaci pomoci acidifikace byl studovan jednocasticovou
mikroreologii a klasickou reologii. Jednim z hlavnich uceld této studie bylo také srovnani
mikroreologickych vysledkii 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 moduli byly jen nepatrné
niz8i v porovnani s daty makroreologickymi a bod gelace ur¢eny obéma metodami se 1isil pouze
minimalné. Nicméné, PTM vykazuje vyssi citlivost a je schopna detekovat zmény ve struktuie
systému diive, nez je tomu u klasického reometru.

Stejna skupina védct se zabyvala také studiem sol-gel pfechodu B-glukanu vodného je¢mene,
k ¢emuz vyuzivali klasickou reologii a PTM (particle tracking microrheology). Ve vysledku bylo
zjisSténo pomoci obou pouzitych metod, Ze rostouci koncentrace polysacharidu vede ke snizeni
¢asu potiebného k jeho gelaci a soucasné ke zvySeni pevnosti gelu. Mikroreologicka metoda opét
vykazovala vyss$i citlivost a tedy je schopna detekovat zmény ve struktufe systému diive nez
klasicka reologie [8]

Heinemann C. [9] se zabyvali studiem reologickych vlastnosti piirodniho biopolymeru skrobu
za pritomnosti y-dodecalactonu, ktery indukuje proces gelovaténi Pasivni mikroreologie
S pouzitim polystyrenovych ¢astic pfedstavovala pro tyto ucely nejvhodnéjsi méfici systém.

Stejné tak, jako nékolik vySe zminovanych védeckych skupin, se i Oppong a kol. [10] zabyvali
porovnavanim vysledkl ziskanych mikroreologickymi metodami s vysledky klasické reologie.
Konkrétn¢ vyuzivali metody jako jednocasticova mikroreologie a DWS pro studium viskozitnich
vlastnosti Carbopolu ETD 2050 jako funkce jeho koncentrace. Carbopol ETD 2050 je polymer
zalozeny na zesitovanych linearnich fetézcich kyseliny polyakrylové, ktery je pouzivan
komeréné napriklad k uprave reologickych vlastnosti kosmetickych a farmaceutickych produktu.

Kiivky casové funkce MSD ziskané pomoci DWS a MPT vykazuji velmi dobrou shodu. Pii

6



blizsi studii trajektorii jednotlivych ¢astic ziskanych z MPT je vSak opravdu ziejmé, 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 ¢éstice, kterym v pohybu nic nebrani. Z tohoto pozorovani lze dedukovat, ze
Carbopol je velmi nechomogenni material tvofen mikroprostifedimi liSicimi se reologickymi
vlastnostmi. Tuto skute¢nost mizeme také potvrdit pfitomnosti negaussovské distribuce. Vyskyt
takového chovani uz sdm o sobé napovidd nehomogennimu prostiedi, jelikoz Browniv pohyb
v homogennim prostiedi pfedstavuje Gausovskou distribuci. Mikroreologické vysledky ukazuji,
ze ve velmi malych méfitcich materidlu dominuje viskdzni modul ptes Siroky rozsah frekvenci
a koncentraci. Proto hodnoty elastického 1 viskdzniho modulu jsou mensi v porovnani
s hodnotami ziskanymi klasickou reologii a vysledky se lisi Casto 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 zéklad¢ téchto méfeni bylo zjiSténo, ze elasticita
polymerni matrice méa vyznamny vliv na strukturu vysledného koloidniho gelu [11].

PTM vyuzili ke studiu gelace koloidnich suspenzi syntetického jilu Laponitu. Z vysledku je
jasné patrnd heterogenni struktura vznikajiciho gelu, kterd se projevovala riznou pohyblivosti
zaclenénych Castic [12]. Stejny jev byl také prokazan u studia kolagenového gelu [13].

Na zkoumani rozdili reologického chovani v mikro a makroprostfedi poukazuje také Jason
Rich [14] se svou skupinou spolupracovniki. Centrem jejich zajmu 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 pusobenim zcela rozrusi. Konkrétné ve své praci zkoumali pribéh gelace a reologického
starnuti vodnich disperzi syntetického jilu zvaného Laponitu RD pouzitim pasivni mikroreologie.
Zabyvali se zde také vlivem velikosti pouzitych mikroreologickych castic na kone¢né vysledky.
Co se ty¢e homogenniho materialu, data ziskana pouzitim ¢astic s ménicim se polomérem by se
méla prekryvat pro vzorek se stejnym disperznim vékem. Z vysledkid je patrné, ze vysledné
funkce MSD (t) se s ménici velikosti Castic nepiekryvaji a demonstruji tak rozdilné chovani
u stejného vzorku, coz opét naznacuje vysokou heterogenitu vzorku.

Vyznamné skupina védct zabyvajici se kinetikou gelace, strukturou vzniklého gelu a vSech
jevu, které stouto problematikou souvisi je soustfedéna okolo E. Fursta [15] na université
Delaware. Pro studium jednotlivych materiali pouZzivaji Sirokou Skalu mikroreologickych metod

v kombinaci s reologii klasickou. Svou pozornost upiraji na Sirokou problematiku mikroreologie,
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kam bezesporu patii 1 studium vlivu povrchu Castice na konecné vysledky. Tento jev byl
pozorovan na vzorcich F-actinu s pouzitim klasickych a polystyrenovych ¢astic, na nichz byl
adsorbovan BSA (bovine serum albumin). Vysledkem jejich prace bylo zjisténi, ze cCastice
osetfené tak, aby limitovaly adsorpci polymerni sité, vykazovaly mensi subdifuzivni chovani nez
Castice neosetiené. Bylo takeé zjisténo, Ze v okoli oSetienych Castic se vytvari takzvana vycCerpana
z6na s rozdilnym komplexnim modulem v porovnéani s komplexnim modulem celkového vzorku.
Velikost této zony je zavisla pouze na velikosti ¢astice a nesouvisi s koncentraci polymerni sité.
Z vysledt vyplyva, ze vyCerpand zona je zpusobena vylouCenim a orientaci vlaken F-aktinu
Vv blizkosti ¢astice na zakladé jejich délky a rigidity.

Velka cast jejich prace zahrnuje studium sol-gel prechodld tykajiciho se prevazné
hydrogelovych materiald. Tyto latky jsou v soufasné 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 geld, stejné jako ve studiu vzacnych materiald, pro které
je mikroreologie velmi vhodnou metodou s ohledem na mnozstvi pouzitého vzorku a na rychlost
pofizovani dat [16,17].

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 specidlni vlastnosti, jako naptiklad schopnost izolace a stabilizace
proteinu ¢i rustového faktoru, diky nimz jsou velmi zadané pro terapeutické aplikace [18,19].

Kinetika gelace byla studovana také u hydrogelti obsahujicich peptid B-hairpin MAX1, a to
pomoci mikroreologie a CD mikroskopie. Vznik tohoto gelu je spjat se zménou teploty, pH ¢i
iontové sily [20]. Struktura B-hairpin MAX1 oligopeptidi byla také ménéna a v konecném
vysledku bylo dokdzano, Ze rychlost gelace je mozné kontrolovat strukturou peptidovych fetézct
[21,22].

2.2 Aplikace mikroreologickych metod ke studiu biomateriala

Klasickéa reologie je Siroce vyuZzivana k charakterizaci viskoelastického chovani komplexnich
kapalin. Nicméné, je velmi obtizné¢ precizné urcit reologické vlastnosti materiali, jejichz
viskozita neni patiicné vysokd, aby indukovala dostatecny signal, ktery miize ptistroj spolehlive

vyhodnotit (zfedéné roztoky polymeri nebo zifedéné suspenze). H. Kang a kol. [23,24]
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porovnavali reologické vlastnosti riznych polymernich roztokli 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 viskoelastickd kapalina. Prvnim modelovym polymerem je PEG sdvéma
molekulovymi hmotnostmi, druhym polymerem je akrylamid opét o nckolika molekulovych
hmotnostech. Jako ¢astice byly pouzity karboxylové modifikované polystyrenové fluorescencné
znacené Castice o velikosti 1 pm a 500 nm. Po provedeni experimentu dospéli védci k zavéeru, ze
data ziskana pomoci PTM se shodovala s teoretickou predikci 1épe nez data ziskand pomoci
DWS techniky. Ve vypoctech dynamického modulu z MSD(t) funkce bylo dokéazano, ze pouziti
Maxwellova modelu je spolehlivéjsi ve srovnani s modelem Eulerovym diky dodateénému
vyhlazeni dat. Ackoliv existuji omezeni pouziti PTM na zakladé limitovaného rozliSeni pfistroje,
je zfejmé, Ze je tato metoda velmi UCinnd pii méfeni viskoelasticity jemnych elastickych
materiald.

Skupina védct v okoli Yiider Tsenga [24] se zabyvala otazkou jak cytoskeleton poskytuje
bunice strukturni podporu, jelikoz tento jev jesté nebyl zcela objasnén. Mikroreologické metody
poskytuji lokalni mechanické vlastnosti a jsou vhodné pro ovéteni hypotéz, které byly odvozeny
Z in vitro modelti 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 prozkoumdni ptitomnych heterogenit. V zavéru
bylo poukazano na fakt, ze vysledky pro OPM se podstatné liSily od TPM, coz naznacovalo
patfi¢énou heterogenitu vzorku.

S.K. Lai a kol. [25] se zabyvali studiem mukusu, jako komplexniho biologického materialu,
ktery spliiuje funkci lubrikacni a ochrannou. V makrométitku se mukus chova jako neNewtonsky
gel, ktery je od pevnych latek a kapalin odliSovan svou odezvou na vlozené napéti a tlak, zatimco
Vv nanoméfitku se chova jako nizkoviskézni kapalina. Vyhody v charakterizaci v mikro
I makroméfitku prispivaji k celkovému pochopeni fyziologie hlenu, patologii chorob a k rozvoji
systétmll pro davkovani léCiv urcenych k podani skrze plochy obalené hlenem. Dynamika
a lubrika¢ni vlastnosti mukusu uzce souvisi s jeho viskoelasticitou, ktera se méni jako funkce
amplitudy napéti, smykové rychlosti a podnéti prostfedi. Makro a mikroreologicka
charakterizace mukusu s riznou velikosti strukturnich ok pfispiva k porozuméni funkce mukusu,

pfenosu patogentl, vyvoji nanocasticovych 1éCiv stejné jako strategii prevence.



Monitorovanim zaclenénych Castic ve vzorku pouzitim fluorescencni mikroskopie skupina
veédct v okoli Joshua Apgara [26] studovala stupen prostorové heterogenity v a bez piitomnosti
fascinu - proteinu zptisobujiciho sesitovani F-actinu. Byly porovnavany vysoce a nizce
koncentrované roztoky F-aktinu s a bez pfitomnosti fascinu. Ve vysledku bylo zjisténo, ze pti
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 S§irSi a asymetrickou distribuci MSD, jedna se o efekt zplsoben fascinem.
Kvantitativni zmény tvaru v distribuci MSD koreluji kvalitativn¢ s pfitomnosti velkého mnozstvi
heterogenit v roztoku F-actinu, které vznikly na zakladé¢ zvySujici se koncentrace F-ctinu
a pritomnosti sit'ujiciho proteinu.

Denis Wirtz ve svém c¢lanku predstavil PTM mikroreologii jako metodu vhodnou k méfeni
viskoelastickych vlastnosti cytoplazmy s vysokym prostorovym a casovym rozliSenim. Tato
metoda je schopna méfit vlastnosti zivych bunck 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 buncék. Obecné byly také
popsany principy, vyhody a nevyhody aktivnich a pasivnich mikroreologickych metod a to jak
pro méfeni latek viskoznich, elastickych i viskoelastickych [27].

Mikroreologii bun€k se ve své studii zabyvali také Hyungsuk L. a kol. [28,29], ktefi se
konkrétné zaméfili na bunéény cytoskelet, hlavné pak na F-actin. Ackoli mechanické vlastnosti
F-actinové sité byly jiz zna¢né€ prozkoumavany, zédkladni mechanismus pro jeji elasticitu neni
jesté Upln€ objasnén. V této studii byly rozvinuty jak aktivni tak pasivni mikroreologické
techniky. U aktivniho pfistupu byla k manipulaci sondy pouzita opticka pinzeta. U pasivniho
pfistupu byl sledovan pohyb termicky pohybujicich se koloidl k odhadu frekvencni zavislosti
komplexu smykového modulu. Ackoli aktivni i pasivni metody vykazovaly podobné vysledky za
nizkého napéti, sit’ F-actinu vystavena vy$§imu napéti vykazovala nelinedrni chovani.

Liu, J. a kol. [3] vyuzili potencial mikroreologie k méfeni viskoelasticity roztoku sesitovaného
F-actinu s riznou velikosti strukturnich jednotek (length scales) v rozmezi 1 — 100 um. Hlavnim
cilem vSak bylo srovndni jednocasticové mikroreologie s korelacni metodou dvoucasticové
mikroreologie. Ve vysledku byl viditelny rozdil mezi jednocasticovou a dvoucasticovou
mikroreologii se zvySujici se strukturni délkou F-actinu.

Heinemann C. a kol. [9] 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
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¢astice byl zvolen polystyren. Byla pozorovana ¢asova zavislost MSD polystyrenu zaélenéného
do systému Skrob/y-dodekalaktonu a po dobu 5 min., 15 min., 70 min a 23 hodin byla
zaznamenana do grafu.

1.Y. Wong [30] 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 t°, 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 vzorkll. Pfestoze se jedna o velmi novou techniku, bylo jiz publikovano n¢kolik
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. [31].
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 pted a po vystaveni osmotickému stresu.

Fluorescencni korelacni spektroskopie nicméné nemusi byt ndstrojem pro meétfeni pouze
biologickych vzorkd. T. Cherdhirankorn a kol. [32] vyuzili tuto metodu ke stanoveni difaznich
koeficientl malych molekul chromofort v riznych homopolymerech s rozdilnymi molekulovymi
hmotnostmi pii teplotach vysoko nad teplotami skelnych pfechodii polymeri. Jedinecna citlivost
FCS techniky umoZiujici pouZzit nanomoldrni koncentrace sond zajistila, Ze sondy nijak
neovlivnily vlastnosti polymerni matrix. U vSech pozorovanych systémua bylo potvrzeno, Zze se
rychlost diftize polymerd nefidi okolni viskozitou, ktera se extrémné zvySuje s Vysokou
molekulovou hmotnosti polymerii. Naopak bylo zjiSténo, Ze difuzni koeficienty malych sond
uzce koreluji se segmentovou dynamikou polymert a soucasné si zachovavaji vlastnosti ¢astic.

Silke Rathgeber a kol. [33] 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 rotacniho 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.
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2.3 Aplikace mikroreologickych metod ke studiu micelarnich roztoku

Ruzné druhy mikroreologickych metod byly pouzity ke studiu micelarnich roztokd. Buchanan a
kol. [34] vyvinuli pokrocilou mikroreologickou metodu, ktera je postavena na laserové
interferometrii a jeji piednosti je rozsifeny rozsah dosazitelnych frekvenci. Tato skupina védct se
zabyvala studiem roztokt protahlych micel cetylpyridinium chloridu ve vodé s piidavkem
kiemicitanu sodného jako silné vazného protiiontu. Jednim z pokrocilych cilti experimenti bylo
ureni komplexniho modulu vzorku v 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. [35] se zabyvali mikroreologii micelarnich roztokt jako funkci koncentrace
organické soli, mikroreologii pomoci QUELS (quasielastic light scattering) v 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¢ zpusobovaly zmény v mikrostruktute CTAB micel. Soli indukovany
prechod od sférickych po protdhlé micely a s tim spojené zmény ve viskozité roztoku jsou jasné
zietelné. Z vysledkl je také patrné, Ze MSD(t) pfechadzi z viskozni oblasti do viskoelastické
oblasti se zvysujici se koncentraci soli.

Atakhorrami a kol. [36] rozvinuli $irokopasmovou dvoucasticovou mikroreologii k méfeni
elastického a ztratového modulu viskoelastickych materidlii na zédklad¢ laserové interferometrie,
kterou porovnavali s mikroreologii jednocésticovou. Byla zjiSténa kvantitativni shoda mezi
jednocasticovou a dvoucasticovou mikroreologii u zesiténého roztoku protdhlych micel CTAB,
které byl vybrdn jako modelovy viskoelasticky systém. Vysledky také potvrzuji, Ze
V jednoduchém systému, kde strukturni délky roztoku jsou mnohem mensi nez vlozena
mikrocastice, je jednocasticova mikroreologie schopna méfit viskoelastické vlastnosti vzorku
jako celku.

Frekvencné zéavisly komplexni modul vodniho roztoku protahlych micel CTAB a salicylatu
sodného byl méfen v Sirokém rozsahu frekvenci také Oelschaegrem a kol. [37]. Méfici technikou
byla zvolena DWS, jelikoz jako jedini umoziuje piistup k frekvencim nad 10 rad/s. V zavéru
bylo poukdzano na fakt, Ze pfi nizké koncentraci soli jsou micely linedrni a jejich primérna délka
roste s rostouci iontovou silou. Prvni viskozitni maximum odpovida pifechodu micel z linearniho
do rozvétveného mddu. Druhy viskozitni nartst odpovida poklesu vétveni micel doprovazené
zvysuyjici se délkou micel a druhé viskozitni maximum odpovidalo opétovnému zkraceni micel

a jejich rozvétveni.
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Cardinaux a kol. [38] 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 c¢astic zaloZzeny na kombinaci single- and multi-speckle DWS. Cy6E¢ byl pouzit jako
surfaktant. Jelikoz se tyto micely velmi ¢asto rozpadaji a znovu vytvaieji, jsou nazyvany zijici
nebo také rovnovazné polymery. Na zéklad¢ vysledkt pak vyplyva, ze DWS je schopna pokryt
zvySujici se rozsah frekvenci, jak bylo pfedpokladano. V zavéru byly demonstrovany aplikace
optické mikroreologie u koncentrovanych roztokii surfaktanti. DWS byla pfedstavena jako
metoda rozsifujici frekvenéni rozsah ostatnich mikroreologickych metod az o n¢kolik fada. Tato
technika hraje vyznamnou roli hlavné ve spojeni s video-particle tracking microrheology
(VPTM), neboli jednocasticové mikroreologie, ktera exceluje v oblastech velmi nizkych

frekvenci.
2.4 Aplikace mikroreologickych technik ke studiu teplotnich zavislosti viskozity

Nékolik studii zabyvajici se charakterizaci viskoelastickych vlastnosti roztoku kyseliny
hyaluronové bylo jiz publikovano. Vibec prvni reologické méteni hyaluronanu bylo provedeno
vroce 1968 Gibbsem a kol. [39], které mé&fil dynamické viskoelastické vlastnosti sodné soli
hyaluronanu v sirokém frekvencnim rozsahu. Byl studovan také efekt ménici se teploty,
koncentrace, pH a iontové sily na smykovy modul a bylo dok4zéno, Ze HA se chova jako ne-
Newtonské kapalina. Se zvySujici se iontovou silou jsou elektrostatické repulze potlaceny, coz
miZe zpusobovat zesileni pfitomnych vazeb [40].

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. [41]. ZvySujici se teplota
vyznamné snizovala smykovy modul a komplexni viskozitu u vSech studovanych vzorki. Tato
zména je chipana na zdklad¢ zvySeni populace konfirmace s vySs$i energii se zvySujici se
teplotou, coz vede ke snizeni perzistencni 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 [42][42]. Retézce HA se mohou volné
pohybovat ve zfedéném roztoku. V koncentrovaném roztoku vSak dochdzi k zaplétani fetézct

atvorbé docasné sité. Prekryv fetézclh je také nazyvan kritickou koncentraci. Pro HA byla
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hodnota kritické koncentrace stanovena okolo 1 mg/ml. Tato hodnota vSak zavisi na iontové sile
¢i molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové [43,44,45].

V roce 2007 publikoval Maleki a kol. [46] nova zjisténi tykajici se vlivu ustaleného
smykového toku na intramolekularni asociace ve ziedéném a polozfedéném roztoku HA. Bylo
zjisténo, ze roztok HA nepodléha degradaci ani pfi 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 silnéji
asociovanych struktur pii nizkych koncentracich HA byl pravdépodobné zplisoben snazsi
reorganizaci HA fetézcii v roztoku. Autor pfedpokladd, Ze smykové indukované sjednoceni a
protazeni polymernich fetézct preferuje formaci vodikové véazanych struktur a vzajemné
»Zlpovani® protazenych fetézcli vede ke tvorb& propojené sité. U vySSich hodnot smykoveé
rychlosti (0,1 s™) byly polymerni fetézce spojeny s poklesem viskozity v Gase. V tomto piipads

vys$s§i smykovy tok brani fetézciim v tvorbé spole¢nych komplexi.
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3 CILE PRACE

Cilem pcedlozené dizertatni prace je nastudovat principy a techniky mikroreologie a zavést
pasivni techniky v podminkach FCH VUT v Brn¢. Navrhnout vhodné, zejména biokoloidni
systémy pro jejich otestovani, navrhnout zptsoby zpracovani dat a prostudovat zavedenymi
technikami zékladni reologické vlastnosti vybranych systémt. Srovnat vysledky s klasickymi

makroskopickymi reologickymi postupy.

4 EXPERIMENTALNI CAST

Pro samotné experimenty bylo pouzito nékolik pasivnich mikroreologickych technik jako jsou
jednocasticova video — mikroreologie, DLS mikroreologie, zalozena na rozptylu budiciho
paprsku méficimi ¢asticemi ¢i FCS mikroreologie. Kromé toho byla pro porovnavani vyuzivana
také klasicka reologie €i viskozimetrie.

Pro mikroreologickd méfeni byly pouzity rizné velikosti a povrchové modifikace méficich Castic.
Jako systémy pro méfeni a vyhodnocovani vyuzitelnosti mikroreologickych metod byly vybrany
roztoky kyseliny hyaluronové, gely tvofené roztokem hyaluronanu a tenzidu CTAB, roztoky a

gely agarosy ¢i mezifdzova rozhrani mezi roztokem BSA (bovine serum albumin) a vzduchem.

5 DISKUZE NEJVZNAMNEJSICH VYSLEDKU

5.1 Vytvoreni MATLAB scriptu pro zpracovani dat video-mikroreologie
(mikroviskozimetrie)

Softwarl pro zpracovani videi pohybu mikroreologickych ¢astic existuje jiz cela fada. Na uplném
pocatku byly vytvoteny kody v IDL (interactive data language) [47,48], které byly napsany
samotnymi autory mikroreologie. Tento zpisob vyhodnoceni dat byl také prevazné pouzit v této
dizertaéni praci. Jelikoz vSak IDL neni béZné dostupny software a jeho pofizovaci cena je vyssi,
byly kody nasledné prepsany do programu MATLAB [49], programovaciho jazyku Python [50]
¢i byl vytvoren program Labview [51]. VSechny vySe uvedené programy vsak vyzaduji zna¢nou
znalost pouzivané¢ho programovaciho jazyka a pro laického uZivatele predstavuji velmi obtizné

vyuZziti.
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Mikroreologie umoznuje charakterizaci viskoelastickych vlastnosti materialtit 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 predstavuje pomérné nekomplikovany postup zpracovani dat. Jednoduchy
software urceny 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 Brné. Jednoduchy skript
je vytvoien v prostiedi Matlabu, nevyzaduje vSak prakticky Zadnou hlubsi znalost zminéného
programovaciho jazyka. Vyhodnoceni viskozity pomoci matlabu ptfedchazi pouziti softwaru
ImageJ ¢i ICY kupravé zakladniho videa sledovani €astic pomoci Particle tracking pluginu
Imagel softwaru, ktery je uzivatelsky jedoduchy a voln¢ dostupny na internetu.

Grafické znazornéni jednotlivych krokii pii vyhodnocovéani viskozity zkoumaného materialu
zobrazuje obr. 1. Cely proces je tvoien z n¢kolika 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 snimku), které jsou pro vyhodnoceni
nevhodné, jelikoZ se ve velké mife jedna pouze o Sum [47]Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..
Nasleduje vypocet MSD jako funkce Casu a filtrace funkce minimalniho korela¢niho koeficientu
vedouci k vylou€eni anomalnich trajektorii. Pomoci zmény rozsahu 3¢ iteraci jsou vylouceny
subpopulace s anomalnim chovanim. V konec¢né fazi pak dochazi k vypoctu viskozity vzorku

z vybranych trajektorii ¢astic.
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Obr.1: Proces vyhodnoceni viskozity z trajektorii cdstic pomoci vytvoreného skriptu v MATLABU
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Pomoci zakladnich experimenti byla dokdzana funk¢nost tohoto postupu u modelovych
materiald. Sortware by pouzit k vyhodnoceni viskozity homogenniho
materialu — koncentra¢ni fady glycerolu (10, 20, 40, 60, 80% w/w). Viskozita téchto vzorku
byla pro porovnani zméfena také pomoci padového viskozimetru a klasického reometru.
Videa pohybu mikroreologickych ¢astic o velikosti 1 um byla vyhodnocena jak pomoci nové
vytvotenho softwaru, tak také pomoci IDL. Zavérm byla data porovnanataké s tabelovanymi
hodnotami.

80

B Tabelované hodnoty
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§50 Matlab skript
e
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o

10 20 40 60 80
Obsah glycerolu (% w/w)

Obr.2: Vysledky méreni viskozity glycerolové koncentracni rady

Z vysledkli méteni a vyhodnoceni roztokd glycerolu nékolika metodami je pii jejich
porovnani viditelna vyrazna shoda dat ptedev§im pro vzorky s niz§im obsahem glycerolu.
Pokud se cilené¢ zaméfime na vysledky ziskané vyhodnocenim dat pomoci nove vytvoreného
MATLAB skriptu, mizeme konstatovat, ze je tato metoda velmi vhodna pro méteni viskozity
homogennich vzorki. Data jsou ziskavana se Stejnou ptesnosti, jako je tomu u ostatnich
viskozimetrickych technik. Mirné odchylky pievazné u roztoku s nejvyssi koncentraci
glycerolu (80%) mohly byt zpisobeny nejenom chybou daného méteni, ale také mohly byt
ovlivnéné chybou pfi ptipraveé 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 piistupy ukazovaly v podstaté totozné vysledky (Obr. 2).

Maximalni neptesnost nepiesahovala 15 %.
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Obr.3: Vysledky méreni roztokii vysokomolekuldarniho hyaluronanu o riiznych koncentracich

V piipadech, kdy je tfeba méfit viskozitu biologickych vzorkli, mlze limitni mnozZstvi
biologického vzorku ptedstavovat v mnoha piipadech velkou piekazku. Bézny reometr
vyzaduje nékolik mililitrd vzorku pro jedno méfeni. Oproti tomu, videomikroreologie
pouzitim Matlab skriptu poukazuje na své vyhody pti méfeni viskozity mysi plazmy (objem
vzorku 10 pl). Naméfena hodnota mysi plazmy pomoci video-mikroreologie a nasledném
vyhodnoceni videi pomoci Matlab skriptu souhlasi s hodnotou uvedenou vV literatuie
(1,9 mPa) [52].

Opticka mikroreologie v kombinaci s Matlab skriptem piedstavuje velmi jednoduchou
a spolehlivou cestu ke stanoveni viskozity pfevazn€ 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 specidlniho softwaru.
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5.2 Zavedeni a ovéieni moZnosti aplikace FCS mikroreologie
5.2.1 Méieni homogennich vzorki

Moznosti FCS mikroreologie byly testovany na homogennich vzorcich roztokl glycerolu
a ¢istém rozpoustédle — vodé, s pouzitim 100 nm castic. 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
¢astic) a video-mikroreologie (s pouzitim 1 um castic). Piestoze je velikost Castic velmi
dilezita pro interpretaci ziskanych vysledkd, byla u video-mikroreologie zvolena odlisna
velikost ¢astic pro méfeni. Divodem vétsi velikosti ¢astic byla jejich snizend mobilita ve vode
a timto se mnohonasobn¢ prodlouzil interval, ve kterém bylo mozné ¢astice pozorovat pod
mikroskopem v dané 2D hladin€. Pro porovnatelnost byla z vysledki MSD(t) 1 um ¢astic
vypocitana viskozita roztoku a z vysledné viskozity byla zpétné uréeny hodnoty funkce
MSD(t), které by platily pro ptipad 100 nm ¢astic. Jelikoz se jedna o homogenni vzorky,
muzeme si tento zplisob prepocitani dovolit. V grafu je také vyobrazena funkce MSD(t) na
zaklad¢ tabelovanych hodnot —tedy pfedstavujici vysledek pro samotné rozoustédlo za

ideélnich podminek.
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Obr.4: Porovnani vysledkit mieni FCS (100 nm), DLS (100 nm) a video-mikroreologie

demineralizované vody, 40% a 80% roztoku glycerolu

Na prvni pohled je z grafu patrny rozdilny casovy interval méfitelnosti pro jednotlivé
metody. Zatimco DLS mikroreologie ukazuje data v nizSich Casech, video — mikroreologie

naopak vyjadiuje pohyb ¢astic ve vyssich ¢asovych intervalech. Tento fakt je dan charakterem
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samotnych méfeni. Oproti tomu FCS mikroreologie je schopna vykazovat MSD(t) od velmi
nizkych az po velmi vysoké Casy.

U vzorku demineralizované vody jsou vysledky vSech pouzitych metod srovnatelné
s tabelovanymi hodnotami. Také vysledky méteni 40% glycerolu jsou velmi blizké idedlnim
hodnotdm. Drobné odchylky mizeme pozorovat v ptipadé 80% roztoku glycerolu. K tomuto
faktu vSak mohou pfispivat rizné faktory, jako napiiklad chyba pii pipetovani velmi
viskozniho 99,9% glycerolu. Odchylka kiivky od linearity na po€atku u vysledkl ziskanych
video - mikroreologii je velice ¢asto zpusobena vysokym Sumem pii méfeni a neodrazi tak
vlastnosti zkoumaného vzorku, ale pouze nedokonalosti samotného méficiho systému ¢i

postupu métenti.

5.2.2 Méieni heterogennich vzorku
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1,E'05 T T T T
1,E-07 1,E-05 1,E-03 1,E-01 1,E+01
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Obr.5: Porovnani vysledkit mieni 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 znazornuje tabelované hodnoty pro pripad samotného rozpoustédla
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Obr.6: 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
Vv grafech znazornuje tabelované hodnoty pro pripad samotného rozpoustédla

Jako ptiklad heterogennich vzorkl byly zvoleny dva roztoky hyaluronanu o koncentracich
0,01 mg/ml a 1 mg/ml. Teoreticka hodnota v grafech v tomto piipadé znazornuje hodnoty pro
ptipad rozpoustédla, tedy demineralizované vody. U 0,01 mg/ml roztoku hyaluronanu neni
patrny Zadny podstatny rozdil vzhledem k vysledkiim méfeni demineralizované vody. Pouze u
vysokych ¢ast je patrny mirny odklon MSD(t) kiivky od tabelované hodnoty, poukazujici na
fakt, ze se nejedna Cisté o homogenni vzorek s linedlni odezvou, ale vzorek, ktery vlivem
pritomnosti 1 malého mnoZzstvi vysokomolekularniho hyaluronanu vykazuje jistou miru
viskoelasticity. Koncentrace fetézcii hyaluronanu je v tomto ptfipad¢ tak mald, Ze jsme
schopni jejich pfitomnosti zachytit pouze ve vysSich méfenych Casech.

Ktivky MSD(t) popisujici roztok hyaluronanu o koncentraci 1 mg/ml jiz vykazuji odlisny
tvar oproti malo koncentrovanému vzorku. Je zde velmi patrny odklon od hodnot samotného
rozous$tédla 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 meéfenych pomoci 100 nm ¢astic.
Oproti tomu vysledky DLS mikroreologie kopiruji kfivku ziskanou pomoci FCS
mikroreologie. Jak je tedy z vysledki méfeni patrné, obé tyto metody jsou schopny v daném

casovém intervalu charakterizovat vlastnosti vzorku se stejnou ptesnosti.
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Obr.7: Porovndni vysledkit mereni 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 Cdstic, teoretickd hodnota v grafech zndzornuje tabelované
hodnoty pro pripad samotného rozpoustédla

ey ee

u ptedchozich vzorki, a to hlavné u vyssich molekulovych hmotnosti. Proto byly pro méteni
zvoleny Castice o niz8i velikosti méficich Castic, a to 30 nm, které vykazuji dostateCnou
pohyblivost i u koncentrovanéjSich vzorkl a pro samotné méfeni jsou tedy vhodnéjsi. Pro
video — mikroreologii jsou naopak tyto 30 nm ¢astice nepouzitelné, jelikoz optika
ptistrojového vybaveni je omezena 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.

5.3 Aplikace reologie a mikroreologie ke studiu vlivu teploty na viskozitu
roztoku hyaluronanu

Jako jedna z oblasti aplikace pasivnich mikroreologickych technik zavedenych a rozvinutnych
béhem dizertani prace byly zvoleny roztoky kyseliny haluronové. Pochopeni
viskoelastického chovani roztoki kyseliny hyaluronové pii riznych teplotach, hraje dilezitou
roli pro jeji vyuZiti v mnoha primyslovych odvétvich, ve vyrobnim procesu, v kosmetickém

a farmaceutickém pramyslu ¢i medicinskych aplikacich.
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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 dGvodu pfitomnosti termostatu v pfistroji a tedy moznosti piesné kontroly
momentalni teploty méteného vzorku, a to az po teplotu 90 °C. Jako porovnavaci metoda byla
zvolena klasicka reologie. Podle rozsahu teplot bézn¢ pouzivanych pii produkci hyaluronanu,
byl teplotni rozsah pro méteni urcen Vv 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 dosahnout a teplota presahujici 90 °C se blizi teploté varu, coz by zpiisobovalo
vyparovani 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¢ tiikrat
a vyobrazené kiivky odpovidaji primérné hodnoté vysledkli z opakovanych métfeni. Nekteré

chybové tsecky nejsou pro prehlednost v grafech vyobrazeny.

5.3.1 Porovnani teplotnich kiivek klasické reologie a DLS mikroreologie za pouziti

100 nm castic
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Obr.8: Teplotni kirivky ziskané pomoci klasické reologie a DLS mikroreologie s pouzZitim
100 nm castic pro roztoky hyaluronanu o koncentraci 0,1% - 1% (Mw =750 Da)

S rostouci teplotou je patrny pokles dynamické viskozity roztokl kyseliny hyaluronové pro
vSechny zvolené koncentrace. Tento trend je viditelny jak z vysledkil ziskanych pomoci

klasické reologie, tak zvysledki 100 nm DLS mikroreologie. Rozdily mezi vysledky
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ziskanymi jednotlivymi metodami jsou vSak na prvni pohled ziejmé, hlavné u roztokti s vyssi
koncentraci hyaluronanu. Podstata odliSnosti vysledkl lezi v samotném charakteru méficich
metod. Klasicka reologie zkouma vzorek jako celek a tedy jeho ,,makrostrukturu®, kdezto
100 nm ¢astice odrazi vlastnosti vzorku na urovni velkosti méficich ¢astic, tedy charakterizuje
,mikrostrukturu zkoumaného vzorku®. Z vysledk je tedy patrné, Ze viskozita vzorku se méni
S meénici se teplotou na urovni mikrostruktury v mensim méfitku, vice vSak na Urovni
makrostruktury vzorku.

U vzorkl s vyssi koncentraci 0,75% a 1% hraje také vyznamnou roli vysoka viskozita
vzorku v pfipadé molekulové hmotnosti 750 kDa .V téchto pfipadech a za nizkych teplot je
haluronova sit’ natolik husté propletena, ze pohyb 100 nm ¢astic je znaéné znemoznén. Proto
nejsou tyto vysledky porovnatelné s hodnotami klasické reologie. Aplikace Stokes-
Einsteinovy rovnice je také jiz zatizena vyznamnou chybou v dusledku nenewtonského

charakteru zmiflovanych vzorkd.

5.3.2 Porovnani relativnich viskozit
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Obr.9: Relativni viskozita v zavislosti na teploté pro roztoky kyseliny hyaluronové
0 koncentraci 0,1% - 1% pomoci DLS mikroreologie pouzitim 100 nm Cdstic

Snizovéani dynamické viskozity s rostouci teplotou bylo poukdzano na ptedchozim piipadu.
Dynamické viskozita samotného rozpoustédla je vSak také zavisld na teploté, a proto byl

vyhodnocen i vliv teploty na relativni viskozitu vzorku pomoci DLS mikroreologie pouzitim
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100 nm a 500 nm castic. Relativni viskozita vyjadiuje pomér viskozity disperzniho systému 7
nebo roztoku k viskozité ¢istého disperzniho prostiedi nebo rozpoustédla 7.

V piipadé méieni pomoci 100 nm ¢astic, 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 castice 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 castice pak odrazi

prakticky pouze viskozitu pouzitého rozpoustédla.
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Obr.10: Relativni viskozita v zavislosti na teploté pro roztoky kyseliny hyaluronové

o0 koncentraci 0,1% - 1% pomoci DLS mikroreologie pouzitim 500 nm Castic

Z porovnani vysledkii méfeni viskoelastickych vlastnosti pomoci DLS mikroreologie
a klasické reologie je patrné, ze kombinaci téchto metod jsme schopni ziskat interné;si
informace o struktufe vzorku na urovni mikro a makro struktury. Dilezitd je vSak znalost
rozsahti meéfitelnosti metod, ve kterych tyto metody poskytuji relevantni informace
0 zkoumaném vzorku. Velmi dilezitym prvkem je také spravné zvoleni velikosti ¢astic pro
mikroreologické méteni, €1 jejich spravna kombinace pro ziskdni co nejvétsiho mnoZstvi

informaci vedouci k odhaleni viskoelastickych a strukturnich vlastnosti vzorkd.
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5.4 Aplikace mikroreologie ke studiu procesu gelace agarosy

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

Jelikoz byl ke studiu vybran agarosovy gel, k jehoz tvorb¢ je nutna zména teplot, byla jako
nejvhodnéjsi metoda vybrana DLS mikroreologie. Soucasti pfistroje Zeta Sizer nano, ktery
byl k mé&feni DLS mikroreologie pouzit je termostat, ktery zajiStuje okamzitou temperaci
celého vzorku na pozadovanou teplotu, coz je pro sledovani pribéhu gelace agarosy velmi
dilezité.

Agarosa je hojn¢ vyuzivany biopolymer z motské fasy, znamy pro svou schopnost gelace
jiz od 17 stoleti. Své vyuziti nasla v molekularni biologii jako gelové medium pro
elektroforézu ¢i jako stacionarni faze v gelové permeacni chromatografii, tvoti zivné medium
pro kultivaci mikroorganismti. Hojné¢ vyuzivdna je také v potravinafstvi, farmacii ¢i

biomedicinskych aplikacich Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..
5.4.1 Pruabéh gelace roztoku agarosy o riznych koncentracich

Pro sledovani vlivu koncentrace roztoku agarosy na proces gelace byla vytvotrena
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 kiivek, 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.11: MSD koncentracni fady pro 45 °; 0,5 um castice
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Pti teploté 45 °C nejsou viditelné zddné rozdily MSD funkei pro nizké koncentrace (0,01% -
0,1%). V téchto pripadech castice odrazeji vlastnosti samotného rozpoustédla, jelikoz gelova
struktura neni jesté dostate¢né vytvotrena. Pouze u 1% roztoku agarosy jsou schopny 0,5 um
Castice detekovat jemnou vznikajici strukturu agarosové sité — kiivka v oblasti vysSich Casii
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 platd odrazi ptitomnost elastické slozky okolniho materidlu. Vznik
gelovité struktury je nejpatrnéjsi po ochlazeni roztokl agarosy na 25 °C. Esovity tvar kiivky
se objevuje jiz u koncentrace agarosy 0,5%, kde je vidét pomér elastické a viskozni slozky
zkoumaného materidlu. Pohyb 0,5 pm ¢&astic v 1% roztoku agarosy je jiz znacn€ omezen
vzniklou sitovou strukturou. Ktivka stfedniho posunu ¢astice v ¢ase svym tvarem poukazuje
na prevahu elastické slozky okolniho prostiedi.

Pro porovnani byl vzorek 1% roztoku agarosy proméien také pomoci klasické reologie.

Z prabéht kiivek elastického a ztratového modulu vznikl prisecik charakterizujici bod
gelace. Pro hydrogel o koncentraci agarosy 1% byla stanovena teplota gelace 47 °C. Z DLS
méteni 1% roztoku agarosy s pouzitim 0,5 pm ¢astic je patrné, Ze k procesu gelace dochazi
okolo 45°C, kdy MSD kiivky svym tvarem poukazuji na pfitomnost elastické slozky
v roztoku.

5.5 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
a mnoha dal$ich dulezitych technologickych materialti [53]. Viskoelastické vlastnosti povrchii
jsou bézné studovany pomoci klasické reologie. V poslednich letech vstupuje do obliby
metoda mikroreologickd s pouzitim méficich sond, vyuzivajici se v systémech pro cilenou
distribuci 1é¢iv, stabilizaci pén a emulzi ¢i produkce zmrzliny. Interakce sond na
mezifdzovém rozhrani jsou komplexngj$i neZ v roztoku. Dynamické vlastnosti ¢astic na
povrchu jsou siln€ ovlivnény pfimymi mezi€asticovymi silami jakou jsou kapilarni, stéricke,
elektrostatické ¢i van der Waalsovy a komplikovanymi hydrodynamickymi interakcemi, které
zprostiedkovava okolni tekutina. Pro méfeni mezitazovych rozhrani jsou vhodné jak aktivni
mikroreologické metody (Magnetic Nanowire microrheology) [54] ¢i metody zalozené na
rozptylu svétla [55], tak také pasivni metody, které jsou aplikovany ke studiu téchto systému i
V této praci, a to pomoci video - particle tracking microrheology (VPTM).
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5.5.1 Zména viskozity mezifazového rozhrani v ¢ase

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

zasobniho roztoku je zanedbatelnd vzhledem k viskozité vody a je teda rovnan = 1 mPa.
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Obr.14: Hodnoty Ds’/Ds 0 v case pro tii riizné koncentrace HSA roztokii

(méreno Emory University)

Z namétenych vysledkl je patrnd zvysujici se koncentrace molekul HSA na mezifazovém
rozhrani kapalina — plyn. Jak je vidét v grafu 14 koncentrace roztoku HSA ma podstatny vliv
na rychlost tvorby povrchové vrstvy a tim na zménu viskoelastickych vlastnosti povrchu. Se
zvySujicim se ¢asovym usekem méfeni (60 — 600 minut) dochazi k poklesu uniformovaného
difuzniho koeficientu Ds’/Ds’y tim rychleji, ¢im je vyssi koncentrace roztoku HSA. Na
povrchu dochézi ke zvySovani koncentrace molekul HSA a méfici sondy se pohybuji pomaleji

vlivem zvySujici se viskozity mezifazového rozhrani, jak bylo pfedpokladano.
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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 dulezitych informaci. Moznost méfeni nehomogennich vzorka
¢1 konkrétnich oblasti daného materidlu také stavi mikroreologii do popiedi reologickych
metod. V mnoha piipadech muze mikroreologie piedstavovat vhodou dopliikovou metodu ke
klasiké reologii pro ziskani vétSiho rozsahu uzitecnych 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 dizerta¢ni prace byly vyuzity nejen stavajici ptistroje 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.

Né&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 n&kolika vyhodnocovacich softwar, DLS mikroreologiec a také jedna
z nejnovejsich a nejpokrocilejsich technik - FCS mikroreologie, jejiz moznosti vyuziti obecné
jesté nejsou prili§ prozkoumany.

Metody pasivni mikroreologie byly aplikovany ke studiu roztokd ¢i geli kyseliny
hyaluronové, ke studiu procesu gelace agardzy ¢i ke studiu vlastnosti mezifazového rozhrani.
U vétsSiny téchto systémil byly vysledky porovnavany daty ziskanymi klasickou reologii.
V mnoha piipadech, ptevazné 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.

Kazdad zpouzityjch metod vykazuje jist¢é vyhody ¢i nevyhody oproti ostatnim
mikroreologickym technikam. Ne vSechny je vSak moZné pouzit pro méfeni 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 méfeni, ale

také pro vyhodnocovani interpretaci ziskanych dat.
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ABSTRAKT

Cilem pfedlozené dizertatni prace bylo dikladné studium pasivnich mikroreologickych
technik, jakoZto novych metod pro moznost charakterizace viskoelastickych vlastnosti latek,
které vykazuji jisté vyhody ¢i moznosti poskytnou dopnkové informace k dlouhodobé
vyuzivané klasické reologii. Z Siroké skaly pasivnich metod byly béhem ptipravy dizertacni
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 vytvofen skript v prosttedi Matlabu pro jednoduché
vyhodnoceni viskozity vzorku z velmi malého objemu. Aplikovatelnost téchto metoy byla
zkoumana u nejruznéjSich biokoloidnich systémi jako jsou roztoky ¢i gely kyseliny
hyauronové, ke studiu vlastnosti mezifdzovych rozhrani ¢i studiu procesu gelace agarosovych
geli. Z velké casti byly vysledky porovnavany a s vysledky klasické reologie. Na zaklade
ziskanych dat byla diskutovdna moznost vyuzitelnosti dané metody pro konkrétni systém, ¢i
pripadnd doporuceni pro budouci méfeni. Byly také nastinény hlavni vyhody ¢i limity

méfitelnosti jednolivymi technikami v porovnani s metodou klasické reologie.

KLICOVA SLOVA
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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.

KEY WORDS

Rheology, passive microrehology, viscoelasticity, haluronic acid, biocolloids
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