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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca je zamerand na Stadium difuzie v géloch na mikroskopickej trovni.
Pri Studovani difizie sa pouziva metoda fluorescen¢nej korelac¢nej spektroskopie, ktora je
zalozena na sledovani difiznych koeficientov v konfokalnych objemoch Studovane;j latky. Ako
fluorescen¢na sonda sa pouziva organické farbivo rhodamin 6G a difuzne experimenty sa
uskutoénujt v hydrogélove] matrici na baze termoreverzibilného linearneho polysacharidu —
agardzy S pridavkom reaktivnej zlozky — biopolyméru polystyrénsulfonatu sodného v urcitych
koncentréciach.

Ciel'om prace je preskumat’ vplyvy interakcii medzi difundujicim farbivom a prisluSnym
typom gélu na vysledny difizny koeficient farbiva. Predpokladd sa, Zze pritomnost
polystyrénsulfonatu sodného v agarézovom gély ovplyviiuje diftziu fluoroforu -
rhodaminu 6G.

ABSTRACT

This Bachelor’s thesis deals with study of diffusion in gels on microscopic level. The method
of fluorescence correlation spectroscopy is used for the study of diffusion and this method is
based on monitoring the diffusion coefficients in a confocal volume of studied substance. As
fluorescence probe is used organic pigment called Rhodamin 6G and diffusion experiments are
realized in hydrogel matrix, whose medium forms thermoreversible linear polycarbohydrate —
agarose, with addition of reactive component — biopolymer called sodium polystyrenesulphate
in certain concentrations.

The purpose of the thesis is to research the impacts of interaction between diffusing pigment
and specific type of hydrogel. The change of final diffusion coefficient is observed. It is
assumed, that sodium polystyrenesulphate influences the diffusion of fluorophore (Rhodamin
6G) in agarose hydrogel.
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1  UVOD

Bakalarska praca sa zaobera $tadiom diftizie agar6zovych hydrogélov na mikroskopicke;j
urovni. Agar6zové hydrogély su zndme svojou trojdimenzionalnou Struktirou. Sledovana je
zmena difuzneho koeficientu D organického farbiva rhodaminu 6G v tomto prostredi.
Pre meranie difizneho koeficientu D rhodaminu 6G bola zvolena technika fluorescencne;j
korelaénej spektroskopie. Dalej je tato bakalarska praca zamerand na modifikovanie
spominanej trojdimenziondlnej Struktary agarézového hydrogélu pomocou biopolyméru —
polystyrénsulfonatu sodného 0 koncentracii 0,0; 0,002; 0,005 a 0,010 hm. %. Sleduje sa, aky
vplyv ma polystyrénsulfonait na zmenu intramolekularneho pohybu rhodaminu 6G
a predpoklada sa, ze so zvySujucou sa koncentraciou polystyrénsulfonatu bude klesat’ hodnota
difizneho koeficientu D rhodaminu 6G v agar6zovom hydrogély.



2  TEORETICKA CAST
2.1. Diftizia

Diftzia je prestup latky na zaklade tepelného pohybu castic, z prostredia 0 vySSom
chemickom potencidly do prostredia s nizSim chemickym potencialom. Chemicky potencial
vel'mi uzko stvisi s entropiou a s koncentraciou, mézeme teda tvrdit, ze diftizia je vlastne
prestup latky z prostredia s vy$Sou koncentraciou do prostredia s niz§ou koncentraciou. Ide teda
0 prestup latky na zéklade koncentracného gradientu. Rychlost’, ktorou difuizia prebieha, zalezi
na vel’kosti Castic, teplote a aj vlastnostiach prostredia. Pocas difuzie sa energia nespotrebovava
avysledkom by malo byt rovnomerné rozptylenie rozpustenej latky v rozpustadle.
Neusporiadany pohyb molekul je spdsobeny dosledkom Brownovho pohybu. Molekuly sa
nikdy nepohybuju po preferovanej drahe, avSak pohyb je riadeny smerom koncentraéného
spadu. V situacii, kedy budeme chciet’” uskuto¢nit’ prechod latky vo faze bez pohybu, tak
pre pohyb molekul bude kl'ai¢ovy rozdiel koncentracii uritej latky medzi dvoma miestami [1].
Pokym budu v systéme, v ktorom je chemicky potencial funkciou priestorovej sturadnice X,
nastavené podmienky konStantnej teploty, konStantného tlaku a maximadlnej prace dw,
dostavame rovnicu [2]:

dw = (a—ﬂj dx. (1)
Ox o7
Pokial’ porovname rovnicu (1) s v§eobecnym teoretickym vyjadrenim prace, dostivame vzt'ah:
dw = —Fdx, @)

kde F je sila posobiaca v opacnom smere a ziskavame vysledny vzt'ah

__[%u
F= (8xjp,T. @)

Tato sila popisuje samovolni schopnost castic rozptylit sa do priestoru [3]. Druhy
termodynamicky zdkon hovori o posobeni tejto sily ako o zvySeni celkovej entropie,
¢o znamena, Ze sa systém dostane do stavu najniz$ej vnutornej energie [4].

Nemusi sa vzdy jednat’ o jednostrannu difiziu. Bezne sa stretdvame aj s binarnou difuziou. Ide
o typ difuzie, kedy obidve latky do seba vzajomne difunduji. Ako priklad moéZeme uviest
systém pevnej latky arozpustadla, kedy difunduje pevna latka do rozpustadla a sucasne
difnuduju aj molekuly rozptstadla medzi molekuly pevnej latky [5].

Daldim prikladom difiizie moze byt tzv. samodifiuzia. Jedna sa o diftiziu prebiehajucu
vV rovnovaznych zmesiach, kedy sa hodnota koncentracného gradientu rovna nule. Rychlost’
takejto diftizie bude ovplyviiovat’ predovsetkym teplota, tlak, velkost’ Castic, viskozita okolia,
zatial’ ¢o u nerovnovaznych systémoch je difiizia zalezitost'ou najméa koncentracného gradientu,
ktory nenadobuda nulovych hodnét.

Vseobecne mdézeme povedat, ze difuzia zavisi na rozmeroch difundujucich castic, teplote
a na vlastnostiach prostredia. Difuzia najrychlejsie prebieha v plynoch, pomalsie v kvapalinach
(posuvanie Castic) a najpomalsie v pevnych latkach, kde Castice preskakuju na prazdne miesta
krystalovej mriezky [6].



2.1.1. Fickove zakony

Na zéklade neusporiadaného pohybu molekul Adol Eugene Fick definoval dva zakony. Prvy
Z tychto zadkonov definuje suvislost’ medzi rychlost’ou prenosu latky difuziou a koncentraénom
gradiente v urcitom mieste. Podl'a druhého zakona je rychlost’ zmeny koncentracie v uréitom
mieste spdsobena diftiziou, ktord je imerna zmene koncentra¢ného spadu v danom mieste.
Konstantou tejto umernosti je difuzny koeficient D [3] a [5].

2.1.1.1. Prvy Fickov zakon

Jednorozmerny difuzny tok je definovany ako

. oc
Jy=Ajy =AD", (4)

kde symbol A znazoriiuje velkost' plochy, cez ktort latka difunduje, j1 je diftzny tok
cez jednotkovu plochu, c1 predstavuje molarnu koncentraciu latky a X je vzdialenost’. Difuzny
koeficient D je veli¢ina udavajica mieru mobility molekul v danej latke a je priamo Gmerna
difiznemu toku. Niekedy sa stretdvame s oznacenim difuzneho koeficientu pojmom difuzivita.
Ide teda 0 totoznii veli¢inu, ktora sa udava v jednotkach m?-s ™. Difizny koeficient je zavisly
na tlaku, teplote a velkosti difundovanych ¢astic [5].

V pripade uz spominanej binarnej difuzie plati, ze ak existuje koncentracny gradient 1. zlozky,
ktory sposobuje diftizny tok, musi v ustdlenom stave zaroven existovat aj koncentracny
gradient 2. zloZzky, ktory ma rovnaka velkost. Ten spdsobuje difuzny tok 2. zlozky v smere
opacnom. Z tohto dévodu je jedna rovnica popisujtica difizny tok jednej latky v danom systéme
dostacujuica. VSeobecne je teda mozné 1. Fickov zakon zapisat’ v tvare:

Jj,=—-D-grad c,, (5)

kde difuzny tok mé vektorovy charakter aje rovny mnozstvu latky, ktora je prenesena

cez jednotkovy objem za jednotku ¢asu. Jej rozmer je teda mol-m?.s™

. Difuzia prebieha proti
smeru koncentraéného spadu a z tohoto dovodu je na pravej strane rovnice (5) zaporné

znamienko. Pre popis nestacionarnej difuzie sluzi 2. Fickov zakon [7].
2.1.1.2. Druhy Fickov zdkon

Tento zdkon popisuje nestaciondrnu difuziu v systémoch, kde dochiddza k zmene
koncentracie difndujucej latky s ¢asom. Pokial’ D nie je funkciou c, je mozné ho vSeobecne
zapisat’ v tvare [3]:

%Cl:div(o-grad ¢,)=D-divgrad . ®)

Takto zapisana rovnica je Uplne nezéavisla na suradnicovom systéme a mdze byt vyjadrena
pre rézne stradnicové systémy (napr. cylindricky, sféricky a karteziansky) [1]. Nestacionarnu
diftziu v smere osy X je mozné zapisat' v tvare (ale len v pripade, Ze sa zanedba nutena
konvencia a D nie je funkciou c):

o

ac, D(ézcl laA%]’ .

OX A OX oOX



ak je plocha A nemenna, je mozné vyraz zapisat’ v tvare:

&g

ot ox? ®

Pretoze vyjadrenie difiznych procesov je Casto totozné s procesmi vedenia tepla, je mozné tuto
rovnicu previest’ pri zhodne zadanych pociato¢nych a okrajovych podmienkach na ulohy, ktoré
sa zaoberaju difuznou problematikou a naopak [8].

2.2. Gély

Gély su koloidné disperzie pevnych latok v kvapalinach. Strukturne sa gély mozu
charakterizovat’ ako trojrozmerné makromolekularne siete, ktoré vytvaraju suvisla Strukturu,
ktora prestupuje celym disperznym prostredim. Disperzné Castice sa nepohybuji nezavisle
na disperznom prostredi. Sily, ktoré pdsobia na Castice v tejto ststave, mdzu byt chemickej
alebo fyzikalnej podstaty [7], [9], [10].

2.2.1. Vznik gélu

Proces vzniku gélu sa nazyva gelacia, samotny gél vznika z linearneho polyméru alebo z jeho
roztoku. Disperzné castice, vdaka ktorym vznikd sietova Struktura gélu, maji koloidné
rozmery. Geldcia je ovplyvnend réznymi podmienkami, pre gelaciu roztokov
vysokomolekularnych latok st to podmienky ako teplota, koncentracia, pH ¢i tvar danych
Castic [7].

Zvysenie teploty zvycajne brani vzniku gélu, narasta intenzita tepelného pohybu jednotlivych
Casti systému a dochadza tak k poklesu mnoZzstva vizieb medzi molekulami. ZniZenie teploty
zase naopak podporuje tvorbu gélu. Je ale nutné spomenut, Ze z niektorych latok zvysSenim
teploty dochadza k chemickym zmenam potrebnym pre vznik gélu [7].

Pri zvySujlicej sa koncentracii dochadza k Castej$im zrazkam makromolekul a tym k vzrastu
poctu vizieb medzi nimi. V pripade amfotérnych vysokomolekularnych latkach, ako su
napriklad bielkoviny, dochddza k najlepSej gelacii pri hodnote pH odpovedajucej
izoelektrickému bodu [7].

2.2.2. Delenie gélov
2.2.2.1. Podla charakteru disperzného prostredia:
e hydrogély — vodné disperzné prostredie
e organogély — disperzné prostredie je tvorené organickym rozpustadlom
2.2.2.2. Podla chemického zloZenia disperzného podielu:
e anorganické
e organické
2.2.2.3. Podla povahy sil, ktoré drZia siet’ovi Struktiiru pohromade:

o fyzikdlne sietované hydrogély — vznikaju zroztoku polyméru tak, ze sa Useky
makromolekularnych retazcov zdruzuju pdsobenim fyzikalnych sil do utvarov, ktoré
plnia funkciu uzlu. Tie su v jednom, dvoch alebo aj v troch rozmeroch vécsie nez uzly
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kovalentné. Pre porovnanie s kovalentnymi uzlami nie je mozné zanedbat’ fakt, Ze ich
uzly mézu v Case zanikat’ a vV inom usporiadani zase vznikat’. Oproti tomu sa kovalentné
uzly pokladaju za nekonec¢ne trvanlivé.

o gély s kovalentnymi vizbami — predstavuji nekonecnu trojrozmernu sietovu Struktiru,
ktora je tvorena chemickymi vizbami.

2.2.2.4. Podla chovania vo vysuSenom stave:

e reverzibilné gély — gély, ktoré zmenSuju pri vysuseni svoj objem a davaju vznik
kompaktnym xerogélom. Su schopné prechddzat’ naspiat’ do povodného stavu prijatim
disperzného prostredia, tzv. bobtnanie gélu. Reverzibilné gély vznikaju z roztokov
linearnych polymérov (napr. agardza) alebo bobtnanim xerogélov. Proces vzniku gélov
sa nazyva gelacia.

e ireverzibilné gély — vo vysuSenom stave maju prakticky rovnaky objem, ale poréznu
Struktaru. Pri kontakte s disperznym prostredim absorbuji urcité mnozstvo kvapaliny,
ale lyogél nevznikd. Zmena ireverzibilného gélu na xerogél je teda nevratna. Jednym
20 sposobov vzniku ireverzibilného gélu je gelacia lyofobnych sélov. Jedna sa o pomaly
proces, pri iom so6l prechadza na gél cez viskdézne polotuhé stadia. Okamih, kedy sol
uplne stuhol, je preto vel'mi naro¢né. Teplota, pri ktorej zacina gelacia, je oznacovana
ako bod gelacie .

2.2.3. Vlastnosti gélov
2.2.3.1. Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti su charakteristické pre tuhé stavy aj napriek tomu, ze disperzné
prostredie je kvapalné. Az do urcitej hodnoty st odolné voci tecnému napétiu. Pod touto
hodnotou sa chovajl ako elasticky tuhé telesa. Pokial’ nie je napitie prili§ velké, nedochadza
k trvalej deformacii, ale dochadza k deformacii vratnej ¢i elastickej. Koncentracia uzlov,
pevnost’ a druh spoja udava hodnotu kritického napétia. Spoje vytvorené fyzikéalne st slabsieho
charakteru neZ uzly vzniknuté chemicky.

Niektoré reverzibilné a ireverzibilné gély moéZu mat’ tixotropné vlastnosti. Prili§ prudkym
pretrepanim tychto gélov mézu vznikat’ sély vd’aka slabym silam medzi jednotlivymi uzlami
gélov. Pri nastaveni pokojovych podmienok dochadza k opatovnému vzniku nového gélu [4].
Menej Casty jav nazyvany reopexia je pravym opakom vysSie spomenutej tixotropie. V pripade
reopexie dochadza k narastu viskozity kvapaliny za konstantnej Smykovej rychlosti.

2.2.3.2. Elektricka vodivost’ a difuzivita

Disociované nizkomolekuladrne elektrolyty a elektrickd vodivost’ su sucastou disperzného
prostredia gélu a maji rovnaké hodnoty ako v povodnom sole, z ktorého gél vznikol. Iony
rozpustenych latok a malé molekuly sa pohybuju v disperznom prostredi v sieti disperzného
podielu rovnakou rychlostou ako vséle. Vdaka sietovej Struktire nie je difuzivita
nizkomolekularnych latok obmedzovana pridenim ani tepelnymi konvenciami. Typickym
prikladom je vznik Liesegangovych obrazcov, ktoré vznikaju neruSenou diftziou v géloch.
Diftiziou d’alSej latky do gélu s nizkomolekuldrnou latkou sa vytvori nerozpustna zrazenina,
zacne prebichat’ proces zrazania len v ur¢itych miestach systému [4].
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2.2.3.3. Optické vilastnosti vysokomolekulyrnych lyogélov

Systém, v ktorom si rozptylené Castice koloidnych ¢i va¢sich rozmerov, moze po prechode
zvéazku lacov v bocnom pozorovani zviditelnit’ rozptylené svetlo, ktoré ma tvar kiizela. Jedna
sa 0tzv. Tyndallov kuzel. Vrchol kuzela je v mieste, kde dochadza k prechodu svetla
do nehomogénneho prostredia. Dostatoéné velké Castice mbézu byt pozorované ako jasne
viditeI'né a ziariace body a Vv pripade malych ¢astic je mozné pozorovat’ difizny svetelny pruh
[4].
2.2.3.4. Starnutie gélu

Gély, ktoré su spojené kovalentnymi vizbami, vykazuju elastické vlastnosti. Ich kovalentné
véazby sa v jednotke objemu vyskytuji v malom mnozstve. Ked’ sa zvysi ich pocet v jednotke
objemu, zmens$i sa moznost zmeny ich tvaru. U novo vzniknutych géloch dochadza
k samovol'nym dejom, gély sa dostavaju do termodynamickej rovnovaha. Tento dej sa nazyva
starnutie. V procese starnutia dochadza k vytlacovania disperzného prostredia zo Struktary
gélu, zmenSovaniu sietovej Struktiry a zvdcSovaniu poctu uzlov (synerézia). Po dosiahnuti
termodynamickej rovnovahy teda dochadza k findlnemu formovaniu hydrogélovych Struktur.
Vplyvom vyssich teplot, pridanim elektrolytu, méZeme proces uzlovania urychlit’ [7].

Obr. 1: Proces synerézie [11]

2.2.4. Vyuzitie gélov

Organizmy rastlin a zivo¢ichov st z velkej Casti tvoreny gélom, a preto gély nachadzaja
uplatnenie v lekarstve a biologii. Gély pouzivané v potravinarstve slizia ako zahustovadla,
zelatinujuce latky alebo stabilizacné peny. Vo farmécii nasli uplatnenie v priprave gélovych
kapsli. VSeobecne mozno tvrdit, ze proces gelacie patri medzi dolezité technické procesy.
V stavebnictve a priprave stavebnych materidlov sa vyuZzivaju gély v poréznych membranach,
izola¢nych penach [7, 10, 12].

2.3. Agaroza

Agar sa ziskava z morskej cervenej riasy rodu Rhodophyta. Agardza je linearny
polysacharid, jeho zakladnou §truktirnou jednotkou je D-galaktoza a 3,6-anhydro-L-galaktoza.

HOCH, O

r%x

R

D-galaktosa 3,6-anhydro-L-galaktosa
Obr. 2: Struktira agarézy [13]
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Agar6za je termoreverzibilny gél obsahujuci hrubé zvizky agardézovych retazcov, ktoré st
vzajomne drzané pomocou vodikovych mostikov. Agarézu tvoria stile sa opakujuce
monomérne jednotky agarobidzy. Agardza je schopnd prijat’ velké mnozstvo vody, Co je
sposobené dutinou, ktor vytvara trojrozmerna Struktira zavitnice s trojnasobne zalomenou
osou. Skupiny tychto retazcov mézu taktiez vytvarat’ dvojitd zavitnicu, vd’aka ¢omu vznika
g¢l, ktory je stabilny [14]. Agardza nie je toxickd a jednoducho sa pripravuje. Nevyhodou vSak
je, ze agardza je prirodny produkt, a preto sa jednotlivé sarze od rovnakého vyrobcu mozu lisit’,
¢o moze poskytovat’ odlisné vysledky [15].

Medzi d’alSie vlastnosti agar6zy patri, Ze sa nezachovava termodynamicka rovnovéaha. Teplota
stekutenia je v rozmedzi 85 — 95 °C, naproti tomu teplota gelacie je v oblasti 35 — 42 °C.
Rozmedzie teplot je sposobené Strukturou agardzy (pritomnost’ vodikovych mostikov),
pri opakovanej gelacii ¢i stekuteni agardzy sa teploty mozu lisit’ [15].

Najznamejsie vyuzitie agardzy je v analytickej chémii a biochémii. Agardézovy hydrogél sa
Vv tychto oblastiach chémie vyuziva ako nosné médium pre gélovu elektroforézu, najcastejsie
nukleovych kyselin. Nedochadza k interakciam nukleovych kyselin s agar6zovym hydrogélom,
vyznacuje sa dobrou vodivost'ou a vol'bou vhodnej koncentracie gélu mozeme separovat’ rozne
dlhé useky DNA. Ide o pohyb zaporne nabitych i6nov v trojdimenziondlnej agardzovej sieti
ku katode vplyvom elektrického pol'a. Ako uz bolo spomenuté, pri separacii roznych molekul
je vel'mi délezité zvolit’ spravnu koncentraciu gélu. Cim je vi¢sia koncentracia agarozy, tym je
mensia velkost' poérov vo vnutri gélu a elektroforéza tak prebieha pomaly. V tomto odvetvi
chémie moézeme agardézu vyuzit aj vo forme stacionarnej fazy v gélovej permeacnej
chromatografii [16].

V potravinarstve sa vyuZivaji menej koncentrované gély na bazy agar6zy. O velkom vyuZiti
tohto polysacharidu v potravinarstve poukazuje referencia [17]. Svoje uplatnenie si tento
hydrogél nasiel aj vo farmécii a mikrobiologii, Co je spdsobené tym, ze agar6zovy hydrogél
obsahuje az 99 hm. % vody, je vhodnym médiom pre rast a rozmnozovanie mikroorganizmov.
Agarozu je taktieZ mozné pouzit ako scaffold v tkanivovom inZinierstve ato vdaka uz
spominanému vysokému obsahu vody [18].

Agar6za ma svoje uplatnenie aj vo fyzikalnej chémii. Vyuziva sa k §tadiu polymérov a rady
d’alSich latok. Vyplyva to z vel'mi nizkej afinite k interakciam hydrogélu so Studovanou latkou,
ktora je predmetom $tadia. Stadium tychto latok prebieha na zaklade difuznych experimentov.
Na vyhodnocovanie vysledkov z tychto experimentov je mozné potom pouzit' fyzikalne ¢i
matematické teoretické modely [19].

2.4. Rhodamin 6G

Pod rhodaminom rozumieme celu skupinu chemickych farbiv odvodenych od zlucenin
fluoronu. Fluoron je heterocyklicka zlt€enina, ktora tvori jadro fluorescenénych farbiv.

Rhodamin patri medzi fluorescen¢né sondy, ktoré sa ako nevlastné fluorofory nekovalentne
viazu k danej Strukture. Vol'ba fluorescenénej sondy je kI'icovou sucast’ou v fluorescencnej
korelacnej spektroskopii.
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Rhodamin 6G je ¢ervenohnedy prasSok rozpustny vo vode a v alkoholoch. Sumérny vzorec tejto
zltéeniny je C28H31N203Cl.

H;C

Obr. 3: Struktira rhodaminu 6G

Pre svoju vel'mi dobru schopnost fluoreskovat méze byt rhodamin 6G vel'mi dobre
detekovatelny. Svoje vyuzitie ma v biotechnologickych aplikaciach. Ako priklad mézeme
uviest’ fluorescencnu mikroskopiu, fluorescencnu korela¢nt spektroskopiu. Taktiez sa pouziva
ako laserové farbivo [20, 21, 22, 23].

Medzi vel'mi dobré vlastnosti rhodaminu 6G patri jeho rozpustnost’, no treba podotknut’, Ze sa
vyznacuje svojou vysokou tendenciou korodovat’ takmer vo vsetkych kovoch. Z tohto hl'adiska
existuju aj iné formy rhodaminu, ktoré si menej rozpustné, ale aj menej korozivne [21].

2.5. Polystyrensulfonat sodny

Polystyrensulfonat (PSS) je synteticky polymér odvodeny od polystyrenu. Obsahuje kyslé
sulfondtové alebo sulfonové funkéné skupiny. Polystyrensulfonat je biely prasok, znaci sa
dobrou rozpustnostou vo vode, ale uz ako zosietovany material sa vo vode nerozpusta
a obvykle ma potom jantarové zafarbenie.

SOy
Obr. 4: Struktira polystyrénsulfondtu

Polystyrensulfonat ma vel'ké uplatnenie v medicine, kde sa pouziva na znizovanie koncentracie
drasliku v Krvi a v peceni u 'udi trpiacich hyperkaliémiou [24]. T4ato choroba najviac postihuje
srdce, taktiez moZe nastat’ neurosvalova drazdivost’ ¢i dokonca celkové paralyza. Pouziva sa
z dovodu nulovej metabolizacie v ludskom tele (nekumuluje sa v tele). V chemickom
priemysle sa vyuziva k zmikcovaniu vody a to vd’aka vlastnostiam, ze moéze fungovat’ ako
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i6onomenic¢. Mdze plnit’ funkciu testovacieho a kontrolného polyméru pri porovnavani s d’al§imi
biopolymérmi, akymi st napr. kyselina hyaluronova, chitosan a pod [25, 26]. V stavebnictve
nasiel svoje uplatnenie ako plastifikdtor cementov. Vo forme zivice je vyuZzivany ako
katalyzator organickej syntézy [27].

2.6. Fluorescencna korela¢na spektroskopia (FCS)

Téato metodda je zalozend na ziskavani dynamickych Struktarnych informécii na zaklade
fluktuacie intenzity fluorescencie v ¢ase. Fluorescencia je emitovana jednou alebo viacerymi
molekulami fluoroforu. Zmena intenzity sa ziskava z veI'mi malého objemu, ktory je tvoreny
laserovym li¢om a je spdsobend pohybom fluorescenénych molekul skrz dany konfokalny
objem.

Pohyb castic je dany translacnou difuziou alebo tokom. Vd’aka malej velkosti konfokalneho
objemu (jeden femtoliter alebo mensi) sa do nej zmesti obmedzené mnozstvo Castic —
Vv idealnom pripade sa jedna o jednu molekulu na jeden femtoliter, co odpoveda koncentracii
fluoroforu 10 mol -dm™. Tym je mozné sledovat’ pritomnost’ alebo absenciu fluorescenénych
Castic v objeme a zaznamenavat zmenu intenzity. Fluktudcia ale moze byt tiez sposobena
chemickou reakciu v systéme alebo prebiehajicim fotochemickym procesom, ktorym je napr.
medzisystémovy prechod do tripletového stavu. Zdkladom pre =ziskanie informacii
z nameranych FCS dat je znalost’ rychlosti, s akou jednotlivé procesy prebiechaju. Zmena
intenzity, ktora je sposobend translacnou difuziou molekul, trvéa v radach stoviek mikrosektnd.
Oproti tomu fotochemické procesy st aspon o rad rychlejsie [28].

detekéni objem

korelaéni funkce

fluorescenéni A
castice : 6
0. 1/D

»
»

" log(t)

Obr. 5: Zdkladny princip merania difiizie molekil pomocou techniky FCS [29]

Zaznamenavana zmena intenzity je potom analyzovana autokorela¢nou funkciou. T4 popisuje

stupen koreldcie medzi dvomi ur¢itymi hodnotami intenzity fluorescencie v danom ¢asovom

intervale. Vyjadruje teda pravdepodobnost’ vyskytu molekuly v ¢ase t + 7 za predpokladu, Ze sa

molekula nachddzala v detek¢nom objeme v Case 7. Autokorela¢nt funkciu je mozné vypocitat’

z0 zaznamenanych fluktuécii intenzity fluorescencie I(t) podl’a rovnice.
by = D1+ D)

(1)

(9)
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Z hodnoty autokorelacnej funkcie G v ¢ase 7 = 0 potom mozeme ziskat’ informacie o rozsahu
fluktudcii snimaného fluorescencného signalu. Je nepriamo Umernd poctu molekul
v konfokédlnom objeme, teda pri zvySovani koncentracie molekul sa hodnota autokorelacne;
funkcie znizuje. Z tejto skutocnosti vyplyva, ze FCS je vel'mi citlivd na zmeny koncentracie.
Akékol'vek kontaminacia inym fluoroforom moze viest’ k znehodnoteniu nameranych dat.

Pre prelozenie FCS dat su vyuzivané nasledujuce zdkladné matematické modely, ktorych
oznacenie bolo prevzaté z vyhodnocovacieho program SymPhoTime 64.

Tab. 1. Matematické modely prelozenia FCS dat a ich oznacenie:

nDiff_l )
Cista G() = pli]
t
iftzi i=0 |1+ i ] . [1 +
diftzia i [ —Tmff 0

t 0.5 (10)

Tpifrli] - k2

i i
i t
Triplet G(@)=|1+T|exp| - -1{]- Z Pr
== . e (11)
& [t [ty
TDiff[l] Tmff[l] K
Rozsireny triplet 3D
nrrip—1 npiff—1 .
. t plil
G(r)=|1+ Z T(@) |exp| — — | —=1f|- Z o5 T G
Trrip 0 [ t ]1

j=0 i=0 .

Pokial’ sa jedna o transla¢nu difuziu, tak v tomto pripade zélezi diftzny ¢as a Z neho odvodeny
difizny koeficient na velkosti konfokalneho objemu. Ten ovplyviluje rada faktorov, medzi
ktoré patri napriklad typ objektivu, intenzita laseru, jeho vinova dizka a d’alsie [28].

Matematicky model Pure Diffusion sa vyuziva pre analyzu difuzie fluoroforu v danom
prostredi. Predpoklada sa, Ze fluorofor nevykazuje Ziadny medzifazovy prechod, teda sa
nemenia fotofyzikalne vlastnosti.

Matematicky model Triplet sa pouziva pre analyzu, kedy fluorofor prechadza do tripletového
stavu alebo stavu s podobnou fotofyzikou. Pre rozsirenie tejto funkcie bol navrhnuty model
Triplet Extended 3D. Tato funkcia sa pouziva, ked’ priemerna rychlost’ nie je uplne stabilna
a/alebo fluorofor difunduje vo vsetkych troch smeroch v prostredi typu bunka alebo
polymér [30].
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2.6.1. Aparatira FCS

vzorka
detekény
objem w.| .

objektiv
laser

dichroické

zrkadlo

SoSovk emisny
y © filter

1 SoSovky

G(7)

konfokalna
Strbina

autokorelacm

m MW Casova
krivka n detektor

Obr. 1: Typicka aparatira FCS spolu so zndzornenim detekcného objemu, casovych fluktudcii
intenzity a vyslednej autokorelacnej funkcie. [20]

Sosovky

I(t)

Zékladom FCS aparatary (Obr. 1), je invertovany konfokalny mikroskop. Laserovy 1G¢
excitatné¢ho svetla je fokusovany systémom SoSoviek a objektivom na detekény objem
elipsoidného tvaru. Cast emitovaného svetla je nasledne pomocou dichroického zrkadla
aemisného filtru oddelend od excitatného ziarenia. Emitované svetlo je fokusované
na konfokalnu Strbinu (pinhole), ktord blokuje svetlo pochadzajlice z oblasti mimo ohniskovi
rovinu. Fotony prechadzajuce konfokalnou Strbinou st nasledne detekované a vysledkom su
¢asové fluktuacie intenzity a autokorela¢na funkcia. [22]

3  SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Diftziou organickych farbiv prostrednictvom agardézovych gélov sa zaobera pomerne Siroka
skupina vedcov. Cielom je stanovit hodnoty difuznych koeficientov a zistit' faktory
ovplyviujtce ich hodnotu.

Difuzne procesy realizované v agar6zovych géloch hlavnou népliou publikacie [33].
Golmohamadi akol. Studovali difuziu kademnatych ionov atiez aj organickych zlucenin
ionového charakteru v agar6zovych géloch pomocou fluorescencnej korelacnej
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spektrofotometrie a metdédou difuznych ciel'. Ciel'om tejto Stiidie boli parametre ako i6nova sila
a vplyv pH. Organické farbivo, ktora autori vyuzivali, bol rhodamin 6G. Zaverom tohto ¢lanok
bolo, ze difuzivita nabitych latok je funkciou pH a klesa od zasaditého pH ku kyslému.

K. Samprovalaki a kol. skiimali vplyv roznej koncentracie organickych farbiv liSiacich sa
molekulovou hmotnostou na hodnotu difizneho koeficientu. Difuzia prebichala cez 1,5 %
agarozovy gél obohateny o 3 % roztok CaCl> metodou in situ. Experimenty prebiehali pri troch
roznych teplotdich 30 °C, 50 °C a 70 °C. Bolo zistené, ze s rasticou teplotou pripravy
agardzového hydrogélu sa difuzny koeficient u oboch farbiv zvysuje. Pri organickych farbivach
bolo pouzitych pit roznych koncentracii pre rhodamin a ako najlepsia sa javilac = 1-107° g/l
ktora vykazovala najvicSie hodnoty difuznych koeficientov. Pri pouziti methylovej sa brala
v tvahu rovnakd koncentracia. Rychlost’, akou difundovala methylova modra bola véacsia nez
u rhodaminu, pretoze molekuly methylovej modrej maji mensiu velkost’ (nizSiu molekulova
hmotnost’), ¢o sa odrazilo aj v hodnote difizneho koeficientu, ktora vysla pre methylovi modra
vyssia [34].

Metoda difuznej cely je vel'mi obl'ibena a ¢asto vyuzivana pre Studium difiznych procesov
v agarézovych hydrogéloch. Pomocou tejto metddy sa predovsetkym studuju efektivne hodnoty
difuizneho  koeficientu, cas prechodu prvotnej molekuly difundujicej latky,
adsorbované/absorbovana koncentracia difundujicej latky vo vnutri alebo na povrchu
hydrogélu. Difizne cely nasli svoje uplatnenie pri Studovani etanolu [35], huminovych kyselin
[36] alebo proteinov [37].

V ¢lanku [19] Kluc¢akova a spol. pouzili hydrogély s roznym obsahom agarézy a huminovych
kyselin vo forme trubiCiek. Pouzité farbiva boli rovnako ako v ¢lanku [34] rhodamin 6G
amethylova modra aich koncentraciou v agarézovych géloch bola sledovana
spektrofotometretricky v roznych vzdialenostiach. Taktiez bol skimany vplyv teploty, pH
aionovej sily. Hodnota rovnovaznej konStanty sa zvySovali s obsahom huminovej kyseliny
v gély a tieZ s klesajucou hodnotou pH vo vnutri gélu.

Autori uz spominaného ¢lanku [19] pre stanovenie difuzneho koeficientu methylovej modrej
zvolili metodu difaznej cely. Farbivo difundovalo cez agar6zovy gél o roznej teplote.
K najlep$im vysledkom difuzneho koeficientu sa dospelo pri najvyssej teplote (50 °C)
a pri najnizSom obsahu agar6zy v gély (1 hm. %). Prislo sa tiez na to, Ze so zvySujucou sa
koncentraciou agarozy v hydrogély bude Strukttra tohto gélu hustejSie zosietovana a bude
klesat’ efektivna vel'kost’ porov.

4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1. Pouzité chemikalie

e Agar6za, Sigma Aldrich

Polystyrensulfonat sodny, Sigma Aldlrich
Rhodamin 6G, Sigma Aldrich
e Deionizovand voda (ELGA)

4.2. Pouzité pristroje

e Ultrazvuk (bandelin sonorex digitec)
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e Analytické vahy
e Fluorescen¢ny korelacny spektroskop (MicroTime 200, PicoQuant)

4.3. Priprava vzoriek
4.3.1. Roztok rhodaminu 6G

Z rhodaminu 6G Vv praskovom stave bol pripraveny roztok o koncentracii 1-10° M. Po
uplnom rozpusteni v danom mnozstvo deionizovanej vody bol tento roztok uschovany
Vv chladnicke.

4.3.2. Zasobny roztok polystyrensulfonatu

Zasobny roztok polystyrensulfoniatu bol pripraveny o koncentracii 1 g/l. Po uplnom
rozpusteni navdzky v danom mnozstve deionizovanej vody bol tento roztok ulozeny
Vv chladnicke.

4.3.3. Agarézové hydrogély

Pred kazdym meranim na FCS boli pripravené roztoky agar6zovych hydrogélov, pricom
koncentracia agardzy v hydrogély bola 1 hm. %. V zavislosti od typu merania bol pripravovany
bud’ agarézovy hydrogél bez pridavku polystyrensulfonatu alebo agarézovy hydrogél
s pridavkom polystyrensulfonatu. Koncentraéna rada polystyrensulfonatu v hydrogély bola
0,002; 0,005 a 0,01 hm. %. Vsetky vzorky roztokov boli pripravené na objem 5 ml, pretoze
dané mnozstvo postacovalo na dve merania, a teda na pripravu dvoch hydrogélov rovnakého
zloZenia.

Rhodamin 6G bol do hydrogélov v€leneny bud’ pri priprave roztoku agarézovych hydrogélov
pridanim 10 pl dopredu pripraveného roztoku rhodaminu 6G o znamej koncentracii (tzv.
»rhodamin vo vnutri gélu®) alebo az po gelacii, kedy bol rhodamin pridany procesom difuzie
z roztoku, ktory sa nalial uz na stuhnuty hydrogél.

Vlastny proces gelacie prebiehal tak, ze pripravené roztoky agardzy (¢i uz bez alebo
s pridavkom rhodaminu 6G) boli za staleho mieSania zohrievané az na teplotu 85 °C, aby doslo
K aplnému rozpusteniu. Potom boli vzorky vloZené na 1 minutu do ultrazvuku predhriateho
na 80 °C a nasledne rozliate do drziakov na FCS, kde sa postupne vytvoril gél. Dbalo sa o to,
aby hydrogél obsahoval ¢o najmenej vzduchovych bubliniek.

4.4. Nastavenie FCS

FCS analyzy prebiehali na pristroji MicroTime 200 od firmy PicoQuant s inverznym
konfokalnym mikroskopom Olympus IX71. Vyuzivany bol objektiv s vodnou imerziou,
pinhole o vel’kosti 50 pm a laser (excitaény zdroj) s vertikalnou polarizaciou o vlnovej dizke
507 nm. Dichroické zrkadlo bolo nastavené na hodnotu 510/640 nm aemisny filter bol
nastaveny na 550/49 nm.

4.5. Optimalizacia FCS

Pred samotnym meranim je potrebné zistit’ velkost” detekéného objemu, pretoze velkost je
pri kazdom merani ina. Rozmery detekéného (konfokalneho) objemu ziskame kalibraciou
pomocou roztoku fluorescencnej sondy, ktora ma presne danu koncentraciu a znamu hodnotu
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difazneho koeficientu pri danej teplote. Ked'ze sa difizne koeficienty tabeluju pre teplotu
25 °C, je potrebné difuzny koeficient prepocitat’ na teplotu v laboratdriu. V nasom pripade sa
k stanoveniu rozmerov konfokalneho objemu pouzil vodny roztok rovnakej fluorescenéne;j
sondy (rthodamin 6G), ktora bola nasledne vyuZzivana pre meranie difizneho koeficientu
V hydrogéloch.

Na zaciatku merania bolo nutné vykonat' zameranie v 0se z, ¢ize vykonat’ xz alebo yz sken
(FLIM analyza — Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy), aby bolo najdené rozhranie
vzorka/sklicko. Samotné meranie prebiehalo 5 um nad zistenou hornou hranicou sklicka
(hodnota osy z), aby bolo uskuto¢nené meranie vo vzorke. V tomto bode je mozné urcit’, ¢i je
gél homogénny, ¢i nie st vo vzorke vzduchové bubliny a podobne.

Obr.9: Rez rovinou xy 1 Obr.10: Rez rovinou xz

5 VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom tejto bakalarskej prace bol popis procesu diftzie v agarézovych hydrogéloch,
a to konkrétne prostrednictvom stanovenia difuznych koeficientov rhodaminu 6G (R6G) ako
diftznej sondy, ktorej pohyb bol Studovany v zavislosti na Struktire pouzitych agardézovych
hydrogélov. Struktira tychto hydrogélov bola modifikovana pridavkom reaktivnej zlozky
polystyrénsulfonatu (PSS). Sledovanim zmien hodndt difiznych koeficientov ziskame
informacie o interakciach medzi agar6zovym gélom, rhodaminom 6G a pridavanym PSS.

5.1. Autofluorescencia agarozy

Na zaciatku bola kladend otdzka, ¢i aj samotna agardza nevykazuje znamky fluorescencie.
Jednoduchym experimentom, pri ktorom bola merand intenzita fluorescencie v Cistom
agarézovom gély bez pridavku fluoroforu (R6G). Z vysledkov bolo vidiet, Ze pri vysokej
citlivosti meracieho zariadenia je mozné skutocne zaznamenat aj vlastny fluorescen¢ny signal
agarozoveho hydrogélu.
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Pre potreby porovnania s vysledkami FCS analyz gélov s inkorporovanym fluoroforom (R6G)
bol rovnakou metodou analyzovany aj autofluorescencny signal agarézového gélu.
Z vyhodnotenia tejto analyzy bol stanoveny difuzny koeficient agardzy v ¢istom hydrogély
0 hodnote 231 + 24 um?/s. D4 sa to vysvetlit intramolekuldrnym rotaénym pohybom vlastnych
retazcov agardzy v sieti hydrogélu.

5.2. Porovnanie difaznych koeficientov rhodaminu 6G vo vode a v {istej agaroze

V d’alSom experimente bol Studovany vplyv inkorporacie fluoroforu (R6G) do agardézového
hydrogélu na spdsob, akym sa fluorofor v gély pohybuje. Predpokladalo sa, Ze inkorporacia
R6G do gélu uz v momente jeho pripravy by mohla zvysit riziko imobilizacie R6G v pevnej
sieti agarézovych retazcov. Dalej je tato priprava spojena so zahrievanim gelaéného roztoku,
¢o prinasa rizika d’alSich experimentalnych artefaktov (tepelny rozklad fluorofotu a pod.).

Vysledky experimentu prinasa Tab. 2, kde je uvedena hodnota difazneho koeficientu R6G vo
vode (pouzita pre kalibraciu merania podla kapitoly 4.5) a experimentalne stanovenej hodnoty
difiznych koeficientov R6G v géloch pripravenych metdodou inkorporovania R6G ,,vo vnutri
gélu“a ,,na povrchu gélu®.

rhodamin vo

vode (pozri [39]) 414+10
2 rhodamin ,,vo

D [um?/s] vnitri gélu 324 + 24
rhodamin ,,na

povrchu gélu® 3215

Tab. 2: Porovnanie difiiznych koeficientov s obsahom rhodaminu 6G vo vode a v cistom agarézovom
hydrogély

Hodnota diftizneho koeficientu rhodaminu vo vode bola zobrata z Gidajov uréenych pre
kalibraciu fluorescen¢ného korelacného mikroskopu MicroTime 200 (pozri [39]). Rhodamin
svieti vo vode a aj Vv systéme agar6zového hydrogélu a fluorescenény korelaény mikroskop
zaznamenava, ako sa translacnym pohybom pohybuje cela molekula rhodaminu. Z hodndt
rhodaminu inkorporovaného metddou ,,vo vnutri gélu® a ,,na povrchu gélu® vyplyva, ze R6G
v gély difundoval bez nejakych tazkosti, jeho pohyb v poroch hydrogélu je volny a je len
¢iastoCne obmedzovany retazcami agardzy, o com svedci znizenie difizneho koeficientu, ktory
R6G nadobudol vo vode. Vplyv pripravy hydrogélu s rhodaminom inkorporovanym metdédou
,»vo vnutri gélu“ a,na povrchu gélu“ je minimalny, Vv obidvoch pripadoch je rhodamin
rovnakym spdsobom inkorporovany do siete hydrogélu. Dalie obavané artefakty tiez neboli
potvrdené.

5.3. Diftzne koeficienty rhodaminu inkorporovaného metédou ,,vo vnitri gélu*
a ,na povrchu gélu“ s obsahom polystyrénsulfonatu sodného

Dal§im predmetom bakalarskej prace bolo aj za¢lenenie reaktivnej zlozky do §truktary gélu
(prostrednictvom pridavaného polystyrensulfonatu sodného) a jeho vplyv na diftziu fluoroforu.
PSS bol zvoleny kvoli vysokej hustote zadporného naboja na jeho retazci, z tohto dovodu je
mozné ocakavat’ silnu pritazlivi elektrostaticku interakciu s opacne nabitym fluoroforom.
Merané boli agardézového hydrogely s 0,002; 0,005 a 0,01 hm. % obsahom PSS. Ziskané
difiizne koeficienty st uvedené v Tab. 3. Taktiez bol zostaveny stipcovy graf pre znazornenie
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difiznych koeficientov ziskanych pri jednotlivych koncentraciach PSS v porovnani s Cistym
agar6zovym hydrogélom (Obr. 9).
Tab ¢.3: Namerané difuzne koeficienty bez pridavku PSS a s pridanym PSS

koncentracia PSS [hm. %] 0 0,002 0,005 0,010
D [unls] | 0.V gélu [ 32424 [13362 | 21795 [ 307

H nad gélom | 321+5 | 220+ 61 | 318+ 151 | 301 = 120
500 -

H vo vnutri gélu

¥ na povrchu gélu

0,000% 0,002% 0,005%

hmotnostna koncentracia PSS

Obr. 9: Difuzne koeficienty bez pridavku PSS a s pridanym PSS
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Obr. 10: Krabicovy diagram pre rhodamin inkorporovany metodou ,,vo vnutri gélu *
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Obr. 11: Krabicovy diagram pre rhodamin inkorporovany metodou ,,na povrchu gélu “

Na Obr. 9 pri metdde inkorporovania rhodaminu ,,vo vnutri gélu“ je mozné vidiet’ isty trend
v poklese difuznych koeficientov v zavislosti na priddvanom polystyrensulfonate. Vysledky
naznacuju, Ze PSS ma vidite'ny vplyv na reaktivitu fluoroforu. MoZnym vysvetlenim je vplyv
pridavku PSS na stupenn zosietovania vysledného hydrogélu a s tym spojené ovplyvnenie
priestorovej Struktury tohto hydrogélu. Pri porovnani hmotnostnych koncentracii agardzy
aPSS vgély je vyrazny vplyv na vyslednu Struktaru gélovej siete nepravdepodobny.
Pravdepodobnym rieSenim sa zda byt’ potvrdenie predpokladu pritazlivej interakcie medzi PSS
a fluorofom R6G, ktora logicky vedie k spomaleniu pohybu R6G v gély.

Naopak vysledky stanovené pre rhodamin inkorporovany metodou ,,na povrchu gélu“ (pozri
Obr. 9 a 11) nepotvrdzuji spomalenie pohybu R6G v géloch s pridavkom PSS. Spolo¢nym
znakom oboch metdd je znacne vysoky rozptyl vyslednych hodndt difiznych koeficientov, ¢o
mdze byt spdsobené nehomogénnostou gélu, kedy sa pri merani na pristroji zasvietilo na ¢ast’
hydrogélu, ktora mohla byt zakalena.

Korelacia medzi difiznym koeficientom a koncentraciou polystyrensulfonatu pri metode
inkorporovania rhodaminu ,,vo vnutri gélu“ bola potvrdena aj pomocou ANOVA metody
matematickej Statistiky v dosledku dostatoéného mnoZzstva pripravovanych vzoriek
hydrogélov. ANOVA metodda je vlastne analyza rozptylu, ktord umoziuje overit’, ¢i na hodnotu
nahodnej veliciny (difizny koeficient D) ma $tatisticky vyznam hodnota niektorého parametru,
ktory sa da pozorovat’ pri v§etkych meraniach (koncentracia polystyrensulfonatu). Preukazal sa
vzt'ah, kedy sa difuzny koeficient zniZuje so zvySujucou sa koncentraciou polystyrensulfonatu.
U rhodaminu inkorporované¢ho metddou ,,na povrchu gélu“ tato hypotéza potvrdena nebola.

Pre vysoky rozptyl hodn6t difiznych koeficientov pri oboch metddach pripravy bolo potrebné
zamerat’ sa na parameter p, ktory popisuje prevrateni hodnotu poctu Castic nachadzajucich sa
v konfokalnom objeme. Predpokladalo sa, ze parameter p nijak neovplyviuje hodnotu
difuzneho koeficientu.
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Obr. 12: Zavislost difiizneho koeficientu na parametri p pri metéde inkorporovania rhodaminu
,, Vo vnutri gelu*

Na Obr. 12 je znazornena zavislost' difizneho koeficientu D na parametri p pre rhodamin
inkorporovany metddou ,,vo vnutri gélu®.

Je mozné tvrdit, ze koreldcia sa medzi tymito parametrami vobec nepreukazala v gély bez
obsahu PSS a pri koncentracia 0,01 hm. % PSS. Avsak, koncentracia 0,002 a 0,005 hm. % ma
dost’ vysoky rozptyl hodnot. Idealnym pripadom by bolo, aby sa tieto hodnoty vobec rddovo
nelisili. Pri koncentracii 0,002 hm. % PSS korelacii sa 1isi o rad jednotiek, pri koncentracii
0,005 hm. % je tato hodnota rozliSena radovo o0 desiatky. Vzorky bez obsahu PSS nemaja
ziadny rozptyl v parametri p, diftzny koeficient D fluoroforu nie je ovplyvneny pritomnost'ou
PSS v struktire hydrogélu, pretoze sa tam ani nenachadza. Taktiez parameter p nevykazuje
vyrazny rozptyl pri hydrogéloch s 0,01 hm. % PSS.

Vysoky rozptyl parametru p pri vzorkach s obsahom 0,002 a 0,005 hm. % je pravdepodobne
sposobeny tym, Ze prave v premeriavanom mieste sa v konfokalnom objeme nenachadzali
ziadne molekuly alebo ich bolo malo, pripadne koncentracia polystyrensulfonatu bola tak nizka,
ze sa PSS nedostal do vSetkych sucasti hydrogélu. Vysledkom je heterogenita hydrogélu, ktora
bolo mozné sledovat’ aj vizualne (zakalenost’ gélu). Pri vysokych hodnotach p taktiez mohla
byt hodnota difuzneho koeficientu ovplyvnena samotnou autofluorescenciou agardzy
(pozri kap. 5.1.).
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Obr. 13: Zavislost difiizneho koeficientu na parametru p pre rhodamin inkorporovany metédou
,,na povrchu gélu“

Na Obr. 13 je znazornena zavislost’ difizneho koeficientu D na parametri p inkorporovaného
rhodaminu metodou ,,na povrchu gélu“. Z grafu vyplyva, ze v tomto pripade nizky rozptyl
hodnoét p nenastal len v pripade hydrogélu, ktory neobsahoval ziadny PSS. Avsak v ostatnych
pripadoch gélov opdt’ vykazuju hodnoty parametru p, rovnako ako difuzneho koeficientu D
vysoky rozptyl. Hodnoty p sa pre jednotlivé koncentracie lisia radovo (vykazuje hodnoty
V jednotkach az desiatkach). To modze byt rovnako ako v pritomnosti rhodaminu
inkorporovaného metodou ,,vo vnutri gélu® sposobené nedostatoénym mnozstvom molektl
v konfokalnom objeme alebo sa v tomto objeme nenachadzala ziadna molekula fluoroforu, tym
padom sa tplne nevie vyhodnotit’ pohyb fluoroforu.

Vyssie uvedend analyza vplyvu parametru p teda nenaznacuje, ze sa difizny koeficient R6G
s vys§im obsahom PSS znizuje, avSak jeho stanovena hodnota je zatazena chybou
ovplyviiovanou prave spominanym parametrom p. Molekuly rhodaminu sa teda nemuseli
dostat’ do Studovaného konfokdlneho objemu a namiesto merania difuzneho koeficientu
fluoforu rhodaminu boli vysledky skreslené samotnou autofluorescenciou agardzy
a heterogenitou hydrogélu.

Pre objektivne posudenie korelacie bol medzi difuiznym koefcientom D ap bol pouzity
Pearsonov korela¢ny koeficient pri rhodamine inkorporovanom metodou ,,vo vnutri gélu®
a nadobudal hodnotu 0,835 3. Tento koeficient odpoveda Statisticky signifikantnej korelacii
oboch parametrov. Pre potvrdenie vplyvu parametru p na rozptyl hodnét difizneho
koefcientu D bola potvrdena tiez korelacna analyza medzi relativnou smerodajnou odchylkou
difaznych koeficientov D stanovenych pre danti koncentraciu PSS v gély a odpovedajicou
priemernou hodnotou p. Taktiez tu bola potvrdena signifikantna korelacia Pearsonovho
korelacného koeficientu o hodnote 0,834 8. Cim viac sa tato hodnota blizi k jednotke, tym viac

sa dokazuje korelacia medzi difuznym koefcientom D a parametrom p. Je mozné tvrdit,
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ze pri 0,002 a 0,005 hm. % koncentracii PSS u rhodaminu inkorporovanom metddou ,,vo vnttri
gélu“ je korelacia takmer priamo umerna. Meranie teda prebieha v takom rozmedzi hodnoét p
(v konfokalnom objeme sa nachadza malé mnozstvo molekal), ze sa moze prejavovat
autofluorescencia samotnej agardzy v hydrogély.

5.4. Doba zivota fluorescencie

Okrem hodnoét diftizneho koeficientu bola pre dané experimenty Studovana doba zivota
fluorescencie z rhodaminu. Pre vSetky analyzované vzorky gélov boli preukazané aspon dve
hodnoty (pri vysSiu koncentraciu PSS v gély az tri) doby Zzivota fluorescencie 7 (pozri Obr. 14
a15), ¢o znamend, ze by mali existovat minimalne dva resp. tri typy fluoroforov.
Z vyhodnotenia relativnych ¢etnosti sa potvrdilo, ze najvyssia doba zZivota fluorescencie 7 (cca
4 ns) vyrazne prevazuje, nizSie doby zivota su minoritné. Na Obr. 14 je vidiet’ narast doby
zivota fluorescencie 71 SO zvySujucou sa koncentraciou PSS pri R6G inkorporovanom metdédou
,,vo vnutri gélu®“. Ako je zrejmé, majoritna doba Zivota fluorescencie 71 rastie s obsahom PSS
Vv gély, €o opét’ naznacuje vizbu fluoroforu na reaktivnu zlozku (PSS).

5 _
48 -
46 -
44 -
=42 -
A= B
38
36 -
34 -
32 -
3 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

koncentracia PSS [hm. %]

Obr. 14: Zavislost doby Zivota t1 na koncentrdcii PSS u rhodaminu inkorporovanom metédou
,,VO vautri gélu“
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Obr. 15: Zavislost doby Zivota t2@ 13 na koncentracii PSS u rhodaminu inkorporovanom metodou
,,VO vautri gélu “
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Na Obr. 15 st ukdzané dalSie doby zivota. Je vidiet, Ze doba Zivota 12 so zvySujicou sa
koncentraciou polystyrénsulfonatu klesa, avSak pri koncentracii 0,005 a 0,010 hm. % sa zacina
objavovat’ d’al$ia doba Zivota 13, ¢o sa da vysvetlit' pritomnost'ou d’alsieho typu fluoroforu.
Ziskanie informacii o tomto fluofore by mohlo byt predmetom d’alsich studii.
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Obr. 16. Zavislost doby Zivota t1 na koncentrdacii PSS u rhodaminu inkorporovanom metédou
,,na povrchu gélu*
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Obr. 17: Zavislost doby Zivota t; @ 3 na koncentrdcii PSS u rhodaminu inkorporovanom metédou
,,na povrchu gélu*

Co sa tyka metody pripravy hydrogélu, kedy sa rhodamin inkorporoval metddou ,,na povrchu
gélu®, nemozno tvrdit, Ze by so zvySujliicou sa koncentraciou PSS stipala alebo klesala doba
zivota fluorescencie t1. Je to spdsobené prave vysokym rozptylom dat. Dovodom tohto rozptylu
moZe byt’ skutocnost’, Ze sa v konfokdlnom objeme v momente merania nachadzalo malo alebo
sa nenachadzala ziadna molekula rhodaminu ¢i iného fluoroforu. Na Obr. 15 s zobrazené
d’alSie doby zivota. Doba zivota fluorescencie 12 nadobuda klesajuci trend pri obsahu 0,0; 0,002
a 0,005 hm. % PSS. Rovnako ako pri rhodamine inkorporovanom metédou ,,vo vnutri gélu“ sa
tu objavuje doba Zzivota 13, o mdze byt spdsobené¢ vyskytom dalSieho fluoroforu. Tato
problematika by mohla byt predmetom d’alSej Sttidie v budicnosti.
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6 ZAVER

Tato bakalarska praca sa zaobera Studiou difuzie agar6zovych hydrogélov na mikroskopickej
urovni. K tomuto ucelu bola vyuzitd metdda fluorescencnej korelacnej spektroskopie za cielom
sledovania difuzneho koeficientu fluorescencnej sondy — organického farbiva rhodaminu 6G
cez agarozovy hydrogél bez pridavku a s pridavkom polystyrensulfonatu sodného.

Prvym zistenim bola neocakavana autofluorescencia agarozy. Jav autofluorescencie sa
nepredpokladal z dovodu bezného vyuzivania agardzy pri d’alSich experimentoch zameranych
na meranie intenzity fluorescencie pridanych zlucenin, napr. na imobilizaciu alebo skimanie
transportnych vlastnosti biologickych systémov. Autofluorescencia sa preukazala meranim bez
pridavania rhodaminu v ¢istom agarézovom gély. Hodnota difuzneho koeficientu bola
stanovend na D = 231 + 24 um?/s. Autoflurescenciu je mozné vysvetlit intramolekularnym
rotatnym pohybom vlastnych ret'azcov agarozy v sieti hydrogélu.

V d’alSom kroku sa rieSila otazka difundovania rhodaminu v systéme hydrogélov v porovnani
s difuziou rhodaminu vo vode. Z hodnot uvedenych v Tab. 2 je mozné tvrdit, Ze rhodamin sa
v agarozvom hydrogély pohybuje volne ajeho hodnota difuzneho koeficientu oproti
difuznemu koeficientu rhodaminu vo vode klesla len ¢iastone vplyvom retazcov agardzy.

Vysledné hodnoty difaznych koeficientov D rhodaminu inkorporovaného metddou ,,vo vnutri
gélu® a ,,na povrchu gélu“ bez pridavku polystyrensulfonatu sa od seba liSia len minimalne.
Z toho vyplyva, ze difundovanie rhodaminu sa nijak neobmedzuje spésobom inkorporovania
rhodaminu do agar6zového hydrogélu.

Hypotéza poklesu difizneho koeficientu s rasticou koncentrdciou polystyrensulfondtu sa
potvrdila v metdéde rhodaminu vo vnutri gélu. Tento fakt dokazuje aj matematicka Statisticka
ANOVA metdda. Naopak, pri metdode rhodaminu na povrchu gélu sa hypotéza nepotvrdila.

Dalej bola testovand zavislost difiizneho koeficientu D na niektorom z parametrov
popisujucich kvalitu analyzy pri fluorescen¢nej korelacnej mikroskopii. Zvolil sa parameter p,
ktory charakterizuje prevratenii hodnotu poc¢tu molekul rhodaminu v konfokalnom objeme.
Tato korelacia sa potvrdila v metdde pripravy inkorporovania rhodaminu ,,vo vnutri gélu®

pri 0,002 a 0,005 hm. % obsahu polystyrensulfonatu v hydrogély. Potvrdzuje to aj Pearsonov
korelacny koeficient (hodnota 0,835 3) medzi difiznym koeficientom a parametrom p

a Pearsonov korela¢ny koefcient (hodnota 0,834 8) medzi rozptylom difuzneho koeficientu D
(charakterizovaného pomocou relativnej smerodajnej odchylky) a priemernym p pri rovnakej
koncentracii PSS v gély. Dovodom je pravdepodobne heterogenita hydrogélov pri niektorych
koncentraciach PSS, kedy sa hydrogél na niektorych miestach javi niekedy viac a niekedy
menej zakaleny. Taktiez vysoky rozptyl dat moze byt sposobeny tym, ze sa v konfokalnom
objeme nachadzal len maly respektive Ziadny pocet molekul rhodaminu. Podobné koreldcia
vznikala aj v pripade metode pripravy inkorporovania rhodaminu ,na povrchu gélu*
pri koncentraciach 0,002; 0,005 a 0,010 hm. % PSS.

Nakoniec sa skamala doba zivota fluorescencie Vv zavislosti na koncentracii
polystyrensulfonatu, kedy sa v obidvoch spdsoboch inkorporovania rhodaminu do hydrogélu
pri 0,005 a 0,010 hm. % obsahu PSS objavila doba zivota fluorescencie 13, ktora charakterizuje
pritomnost’ d’alSieho fluoroforu, ktory by mohol byt predmetom d’al$ich §tadii a vyskumov.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
FCS — fluorescen¢na korelacna spektroskopia

FLIM — Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (Casovo rozliSend zobrazovacia
fluorescenéna mikroskopia)

R6G — rhodamin 6G
PSS — polystyrensulfonat sodny
D — difuzny koeficient

p — amplitada, parameter oznacujuci prevrateni hodnotu poctu Castic v konfokdlnom objeme
u fluorescencnej korelacnej spektroskopii

T — doba Zivota fluorescencie
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