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Annotation

This work describes the analysis of nanoparticles in solutions by the dynamic
light scattering method. The aim of the work is to construct an apparatus,
which will be able to detect light scattered from observed samples. Unlike
commercial devices, with our apparatus we will have the opportunity to
modify experimental and software instrumentation for enhancing the
sensitivity of the method. From the fluctuations of the scattered light we
evaluate the so-called autocorrelation function, which characterizes speed of
these fluctuations. By fitting this function, we determine the diffusion
coefficients of particles, which correspond to the velocity of particles in
solution. We are then able to calculate the hydrodynamic radius using Stokes-
Einstein relationship, which indicates the particle size in the sample. In this
work | define the properties of our apparatus and contrast with different
settings. | successfully compare our results with those measured using a
commercially available device and find minimum differences.

Keywords: Dynamic light scattering; autocorrelation function; diffusion
coefficient; hydrodynamic radius; nanoparticles

Anotace

Tato prace se zabyva analyzou nanocastic v roztocich metodou dynamického
rozptylu svétla. Cilem préce je sestrojeni aparatury, kterd bude detekovat
svétlo rozptylené z pozorovanych vzorki. Na rozdil od komer¢nich pfistroja,
snas§i aparaturou budeme mit moznost modifikovat experimentalni i
softwarové vybaveni S cilem zlepSeni citlivosti této metody. Z fluktuaci
rozptyleného svétla vyhodnocujeme tzv. autokorelacni funkci, ktera
vypovidé o rychlosti téchto fluktuaci. Fitovanim této funkce ur¢ime difizni
koeficienty castic, které vypovidaji 0 rychlosti pohybu castic v roztoku.
Snimi jsme pak schopni pomoci Stokes-Einsteinova vztahu vypoditat
hydrodynamicky polomér, ktery vypovida o velikosti Castic ve vzorku.
V praci definuji vlastnosti nasi aparatury a porovnavam vysledky s riznymi
prvky v aparatuie ¢i jejim odlisSném nastaveni. Nase vysledky uspé$né
srovnavam s komeréné pouZivanym piistrojem a shleddvdm minimalni
rozdily.

Kli¢ova slova: Dynamicky rozptyl svétla; autokorelacni funkce; diftizni
koeficient; hydrodynamicky polomér; nanocastice



Obsah

UVOD ..o 6
1 TEORETICKA CAST.....cooovviiriirriierinnesssesssssssssssssssssssssssssss 7
1.1 ROZPLYL SVEtIA.cceieiiceeeceee e 7
1.2 Dynamicky rozptyl sV&tla........cccovrviiriininiiiiiiccecee 10
1.2.1  Pozadavky na zdroj svetla..........cccceeeeviriieniininiiiiicieeeee 11
1.2.2  Autokorelacni funkce........ccovvviiiiniiiiniiiiiiiiici 12
1.2.3  Difuzni Koeficient.......cceeeiieiienieiienieeeeeeeeeeeeeee e, 14
124  Hydrodynamicky polomer ........cccccceerviieniienniiiennieeenieeenineenn 15

2 METODIKA ..o 16
2.1  Experimentalni vybaveni........ccccoveriiiniiniiiniiiieeeeeeeee 16
A N oL || (1] ¢ DU 19
2.3 ZPracovVani dat.......cccceeeriiieiiiieeiiiee et 21
2.3.1  Vyhodnoceni autokorelacni funkce..........ccoceevvrviinveneninennns 21
2.3.2  FIOVANT coteiiiiiiieeeeee et 23
2.3.3  DiStribuce CASTIC ...ueerureiierieeiieeieeriie et 23
2.3.4  PHPrava VZorku .......cccccviriiiiniiiiiniee i 24

3 EXPERIMENT ..ot 26
3L JUSEAZ o 26
3.2 VIaStNi VYSIEAKY ...cveueieiieiciinicieirieee et 28
3.21  Referentni vZorky .....ccooveviriiniiiiniiiii 28
3.2.2  Srovnani vlivu rozdilnych optickych vykoni .........ccccceevenen 32
3.2.3  Porovnani vysledkd s riznymi optickymi vlakny.................. 34
3.24  Srovnani vzorkl o riznych koncentracich..........cccccevveuenns 37
3.2.5  Porovnani nasi aparatury a komer¢niho pfistroje................... 38
ZAVER ...ttt 44
REFERENCE ..ot 45
SEZNAM PRILOH.........coooooiiiiiiiiiinninrsiieessieessies s 48



UVvVOD

Lidstvo se jiz od svého pocatku snazilo pochopit podstatu a chovani svétla.
Jako prvni se ho pokusili popsat jiz anticti filozofové jako Pythagoras,
Demokritos nebo Aristoteles. Tak vznikl fyzikalni obor optika, ktery se
zabyva elektromagnetickym zatfenim (jehoZ soucasti je i svétlo). Zabyva se
svétlem samotnym, jeho Sifenim a interakcemi s prostiedim. Jednim z jevd,
ktery optika popisuje, je rozptyl svétla, kterym se zabyva pravé ma prace. Jde
0 jednu z moznych interakci svétla s okolnim prostfedim. Pfi rozptylu zateni
(napf. svétla) se mize cast paprsku odchylit od svého pivodniho sméru
pohybu vlivem pusobeni daného optického prostiedi. Takovyto jev bézné
pozorujeme napt. pii priachodu svétla kourem nebo mlhou.

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je jednou z metod méfeni velikosti Castic,
ktera se zakladé4 pravé na rozptylu svétla. Tato metoda méti Browniiv pohyb
¢astic (ndhodny pohyb castic vznikly jejich srdZzenim) v roztocich. Mira
Brownova pohybu je ur¢ena detekovanim fluktuaci (zmén) mnozstvi svétla
rozptyleného z tohoto roztoku v Case. Z fluktuaci je pak mozné pomoci
Stokes—Einsteinovy rovnice ur€it velikost cdstic v roztoku. Malé Castice se
pohybuji rychleji, fluktuace jsou pak vyssi, velké Castice jsou pomalejsi,
fluktuace nizsi. Dynamicky rozptyl svétla lze vyuzit pro urceni velikosti
¢astic v submikronové oblasti, ¢astic o rozmérech v fadu od 1 do 1000 nm
(napf. nanocastice, proteinové roztoky, agregaty, polymery). Znalost rozmért
téchto Castic se poté da dale vyuzit na poli mediciny nebo farmacie [6], [9].

Cilem mé prace je sestrojit aparaturu, ktera bude na zakladé¢ metody
dynamického rozptylu svétla schopna urcit velikost ¢astic zkoumané latky.
Tato experimentalni platforma umozni testovat odliSné metody pro zlepSeni
a zpresnéni DLS. Mizeme V ni ménit prvky po strance vybaveni i po strance
programi, které zpracovavaji data. Mnou naméfené velikosti srovnam
S hodnotou namétenou u t€ samé latky na komeréné€ pouzivaném pfistroji a
koncentraci ¢astic v roztoku bude sestrojena aparatura jesté¢ fungovat. Prace
je rozdé€lena na ¢ast teoretickou, praktickou a metodiku prace. V teoretické
¢asti jsou popsany fakta a vztahy, na nichz se veskeré métfeni zaklada. Veénuji
se popisu rozptylu a poté fungovani metody DLS. Praktické ¢ast zpracovava
vlastni méfeni, tedy ziskana data, jejich interpretaci a ur¢enou velikost ¢astic.
Metodika prace se detailnéji vénuje vytvorené aparature, jejim ¢astem a volbé
konkrétniho vybaveni a metod zpracovani dat pro co nejlepsi vysledky.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Rozptyl svétla

Rozptyl (difuze) svétla je jedna z moznych interakcei svétla s hmotou, pii které
na sebe fotony a ¢astice hmoty vzajemné piisobi. Cast svételného paprsku se
tim muze odklonit od svého pivodniho sméru $iteni (Obr. 1). Tim se zeslabi
puvodni intenzita paprsku prochdzejiciho optickym prosttedim. Ptiklady
rozptylu od usporadanych ¢astic, kdy se smér Sifeni fotond méni, jsou odraz
(reflexe), lom (refrakce) a ohyb (difrakce) svétla. Pfi metodé DLS se vSak
uvazuje pouze rozptyl od nepravideln¢ se pohybujicich Castic v roztocich
[12], [13].
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Obrazek 1: Zeslabeni intenzity paprsku pri rozptylu. Pokud se rozptyli vsechno svétlo, pak
se nam roztok jevi jako neprithledny (mléko). Naopak jestlize je rozptylena cast svetla prilis
mala, latka se zda prithledna (Cista voda).

Rozptyl se d€li na pruzny (elasticky) a nepruzny (neelasticky). Pokud maji
rozptylené fotony piesné takovou energii jako pied interakci (stejnou vinovou
délku), jednd se o rozptyl elasticky. Jestlize se energie fotonil rozptylem
zméni, tzn. vlnova délka svétla se zméni, jde o rozptyl neelasticky. Mezi
nepruzné rozptyly patii také QELS (quasi elastic light scattering). Pti tomto
jevu si fotony ponechavaji téméfi tu samou energii. K tomuto typu rozptylu
dochazi v roztocich, ve kterych Browniiv pohyb zplsobuje nepravidelny
pohyb castic.



Browntliv pohyb je nahodny pohyb mikroskopickych ¢astic v kapaliné nebo
plynu [4]. Vlivem tepelného pohybu se molekuly v roztoku neustale srazeji.
Castice s vy$§i energii se pohybuji rychleji neZ ty s niz$i. Smér i sila srazek
jsou ndhodné, tudiz i okamzita poloha ¢astic je ndhodna. Rychlost Brownova
pohybu zavisi na teploté tekutiny, proto se pti DLS udrzuje konstantni teplota
roztoku. Timto jevem se objasniuje difuze Castic v roztoku, které se rozptyluji
— difunduji z mist s vyssi koncentraci, tak aby se celkova entropie systému
zvysSovala. Entropie vyjadfuje miru neurcitosti (neusporadanosti) systému a
pfirozené¢ se zvySuje. V praci tedy popisuji pouze roztoky s rozpusténymi
Casticemi. Metody, které pracuji na zakladé rozptylu svétla v roztocich, si na
zakladé méfeni Brownova pohybu kladou za cil zjistit informace o
rozpusténych ¢asticich, napft. jejich velikost, molekularni hmotnost ¢i tvar.

Castice v roztoku piichazi do styku se svétlem, které se roztokem §iii. Tim
zacne svétlo pohybovat nabojem téchto Castic a pieméni je v kmitajici dipdly.
Elektricky dipol je objekt, jehoz naboj je uspotadany takovym zplisobem, ze
jedna &ast objektu ma naboj kladny a druh4 zéporny. Castice pfitom maji
velikost mensi nebo srovnatelnou svlnovou délkou svétla. Vlivem
elektromagnetického pole se castice V okoli vinéni chovaji jako dipdly,
jejichz naboj osciluje spole¢né s frekvenci vnéjsiho elektrického pole
piichoziho svétla. Tedy na koncich Castice se stiidavé tvori kladny a zaporny
naboj, viz. Obr.2. Dipdly nasledné samy za¢nou do okoli emitovat
elektromagnetické zafeni, jehoZ intenzita zavisi na sméru $ifeni a polarizaci
ptichoziho svétla.
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Obrazek 2: Otoceni naboje dipolu pri styku s vinicim se svétlem v pritbéhu casu. Castice
pritom zacne sama emitovat zdareni.



Rozptylené svétlo, které zachycuje detektor, poté vznika interferenci rozptyli
od jednotlivych ¢astic. Interference neboli skladani vinéni je jev, kdy spolu
dvé a vice elektromagnetickych vin interaguji a v zavislosti na fazi se bud’
zeslabuji nebo zesiluji (destruktivni nebo konstruktivni interference). Faze
predstavuje posunuti vin v &ase [18]. Castice zaénou emitovat zafeni
S riznym fazovym posuvem, ktery se nepravideln¢ méni s neuspoiradanym
pohybem castic. Ve vysledku se na ploSe detektoru objevi interferencni
obrazec, na kterém se stiidaji tmava mista (doslo k destruktivni interferenci)
a svétla mista (konstruktivni interference). Svétlé skvrny (speckles) se na
plose detektoru v case ndhodné¢ méni v disledku ndhodného prostorového
usporadani castic, tedy nahodné interference.

v

Pro nejvyssi amplitudu fluktuaci by mél detektor sledovat idealné pouze
jednu skvrnu v ¢ase. Pokud je plocha detektoru ptilis mala, sleduje se sice
malé mnozstvi skvrn, ale ne dostate¢né mnozstvi svétla. Vysledky méfeni pak
nebudou ptesné kvili nedostatku akumulovanych dat a neptiznivému poméru
signalu a Sumu. Pokud bude detektor naopak sledovat piilis velké mnozstvi
Castic, pak je sice intenzita svétla dostatecnd, ale fluktuace slabé, protoze
dojde ke stiedovani vice fluktuaci. Proto se zvétSuji vlastni svétlé skvrny.
Umisténim detektoru dale od rozptylujicich ¢astic se svétla mista zvéEtsi, ale
pfitom se snizi intenzita pozorovaného svétla. Velikost ozarené skvrny na
plose detektoru zavisi také nepfimo imeérne na primeéru laserového paprsku.
Proto se Vv praxi vyuziva raznych optickych ¢oc¢ek na maximalni zaostfeni
laseru. Simulaci rozlozeni intenzity na ploSe detektoru vidime na Obr. 3.

Spocuies

Obrdazek 3: Matematicka simulace intenzity svétla na plose detektoru, kde vidime tmava a
svetla mista, kterd vznikla v diisledku konstruktivni a destruktivni interference.



1.2 Dynamicky rozptyl svétla

Tato metoda je zaloZzena na faktu, Zze kdyz svétlo prochazi roztokem
S rozpuSténymi Casticemi, ¢ast paprsku se rozptyli do vSech okolnich sméra.
Casto se uvadi také pod nazvem QELS (quasi elastic light scattering) nebo
fotonova korelacni spektroskopie PCS (photon correlation spectroscopy).
Metoda vyzaduje vypocetni techniku a citlivy detektor, ktery je schopen
detekovat jednotlivé fotony. Jde o pomérné novou méfici metodu. Pii DLS se
méfi intenzita rozptyleného svétla na jednom daném thlu po velmi kratkych
Casovych intervalech (fady stovek nanosekund). Nameétfena hodnota se
s ¢asem meéni, protoze diky Brownovu pohybu méni polohu i castice
v roztoku. Kratké casové intervaly se voli proto, aby byly zachyceny i rychlé
fluktuace (zmény) v intenzité detekovaného zafeni. I nepatrny pohyb ¢astice
totiz zplisobi podstatnou zménu v intenzité rozptyleného zafeni, a protoze se
&astice v roztoku pohybuji pomémé rychle, je tieba provést az 5 - 10° méfeni
intenzity rozptylu za sekundu. Celkové meéfeni probihd vétSinou od 1 do
10 minut. Podle charakteristickych fluktuaci rozptylené¢ho svétla v Case lze
pak experimentalné urCit difiizni koeficient Castic v roztoku. Jedna se o
fyzikalni veli¢inu, ktera informuje o rychlosti pohybu ¢astic v roztoku. Znaci
se pismenem D a jeji jednotkou je m? - s”'. Pokud je v roztoku vice rizné
rozptylujicich ¢astic, zjistuje se distribuce nékolika difuznich koeficientd.
Malé castice se pohybuji rychleji nez velké, protoze na né plisobi mensi tfeci
sily s rozpoustédlem. Pomoci Stokes—Einsteinova vztahu pak hodnota
difuznich koeficientd vypovida o rozmeérech rozptylujicich ¢astic. Cilem DLS
je tedy uréit velikost ¢astic rozpusténych v roztoku [8], [13], [17].

Podminky pro metodu DLS jsou:

e dostatecnd koncentrace Ccastic, pii nizké koncentraci nedochazi
Kk potiebnému rozptylu

e rozpoustédlo v roztoku musi byt prithledné

e roztok zkoumané latky by nemé¢l absorbovat svétlo na pouzité vinoveé
délce

e index lomu d{astic vroztoku by se mél liSit od indexu lomu
rozpoustédla

e roztok by meél béhem meéfeni rozptylu zustat ve stalych
termodynamickych podminkach
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Pro vypocet velikosti rozptylujicich ¢astic je nutna také znalost teploty
roztoku a viskozita® rozpoustédla na dané teploté.

Pii vlastnim rozptylu zacnou castice emitovat zafeni s riznym fazovym
posunem, ktery se nepravidelné méni v disledku Brownova pohybu. Intenzita
rozptyleného svétla, kterou zachycuje detektor, zavisi na vyzafovaci
charakteristice dipolu a diky interferenci 1 na konkrétni prostorové
konfiguraci rozptylujicich ¢astic. Jelikoz se ale ¢astice pohybuji, méni se také
prostorové rozdéleni rozptyleného svétla a tim i detekovana intenzita. Pii
méfeni vybirdme malou oblast prostoru, ve kterém méfime tuto fluktuujici
intenzitu dostate¢n¢ citlivym detektorem. Pokud se ¢astice pohybuji rychleji,
fluktuuje rychleji také intenzita rozptyleného svétla. Jestlize jsou castice
pomalejsi, intenzita fluktuuje pomaleji. Rychlost ¢astic v roztoku zavisi na
tfeci sile mezi nimi a rozpoustédlem. Cim vétsi ¢astice v roztoku, tim je vyssi
tieci sila a mensi jejich vysledna rychlost. S malou rychlosti se pomalu méni
také fluktuace.

1.2.1 Pozadavky na zdroj svétla

Pti DLS se pracuje s elektromagnetickym vInénim, které je charakterizovano
konkrétni vinovou délkou A a rychlosti. Rychlost §ifeni svétla ve vakuu je
stanovena ¢ = 299 792 458 m-s™. Pro vypodet rychlosti v daném prostiedi se
¢ pod¢li absolutnim indexem lomu optického prostredi, ktery se znaci n.

Zateni vhodné pro DLS musi byt monochromatické, kolimované, koherentni
a polarizované. Monochromatické svétlo ma pouze jednu danou vinovou
délku. Na riznych vlnovych délkdch se totiz zafeni rozptyluje razné.
Kolimované svétlo se §ifi v podobé rovnobéznych paprski. Obé tyto
podminky jsou pouze idealni. V praxi jim nejlépe vyhovuje laser. Koherentni
vlnéni ma stejny smér kmitani na jedné frekvenci bez fazového Sumu, tedy
neméni se fazovy rozdil v ¢ase. Takové vinéni potom mize byt zaostieno do
velmi tenkého paprsku. Koherence a polarizace umoziuji také nutnou
interferenci rozptylovaného zatreni. Laser koherentni vinéni produkuje a jeho
svétlo je zaroven pfirozené polarizované, tedy vektor intenzity elektrického
pole kmita jednim ur¢itym zptisobem [18].

! Vnitini tfeni kapaliny zavisejici na sloZeni rozpoustédla, které je dohledatelné v tabulkéch,
ptipadné ho lze zmétit napt. viskozimetrem.
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1.2.2 Autokorela¢ni funkce

Vlastni uzitecnd informace se z rozptylené¢ho svétla ziskdva az vypoctem
tzv. autokorelacni funkce intenzity rozptyleného svétla. Tato funkce je dana
srovnanim intenzity signali v rizném cCase. Znadi se G,(t) a zachycuje
sttedni hodnotu soucint intenzit, které jSou vzajemné posunuty v ¢ase O
hodnotu t (korela¢ni ¢as = lag time). Vyjadiuje se ve tvaru Rov. 1.1.

N-1
Z I1(t)I(t; +1)At (1.1)

i=0

T
Gy(t) =(I®)I(t+ 1)) = lim lf IOI(t+ 1)dt = l
T-oT J, T
Vyraz na pravé strané odpovida praktickému diskrétnimu piipadu, ve kterém
pravidelné po celkovou dobu T vyhodnocujeme souciny okamzitych intenzit,
celkem N-krat, a pocitame stiedni hodnotu. Okamzitou intenzitou I(t;)
myslime praimérnou intenzitu v kratkém ¢asovém intervalu (t;; t; + At).

Pro porovnani vice funkcei je vyhodné&jsi pouzivat normovanou autokorelacni
funkci intenzity rozptyleného svétla ve tvaru:

(o - MO 1+ D)
92X =@y (1t + 1)

(1.2)

V Rov. 1.2 je (I) stfedni intenzita rozptyleného svétla vyjadiena vztahem
Rov. 1.3.

T

1 1N—1
(I = TJ 1(t)dt = Tz 1(t)At (1.3)

0 i=0

Cim v&tsi je posun T, tim méné jsou si srovnavané signaly podobné, méné
korelované. Uplné& nekorelované (odlisné) intenzity maji g, = 1 pro viechna
7. Cim vé&t3i je korelace, tim vét$i hodnoty nabyva g, na poéatku, pro nizka
7. Pro klasické chaotické svétlo nabyva g,(0) = 2, ale funkce mize nabyvat
i vyssich hodnot. Pro vyssi T jsou si intenzity stale méné podobné a funkce
typicky exponencialné klesa. U malych castic, které se pohybuji rychle,
fluktuuje rychle také métend intenzita. Korelace posunutych signalli proto
klesa prudce. U velkych ¢astic intenzita fluktuuje pomaleji, korelace klesa
také pomaleji.
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Jelikoz za sekundu pofidime az 5 - 10° zdznami intenzity, mé&feni probih4 az
10 minut a autokorela¢ni funkce je obvykle pocitana z ptiblizn€ 300 raznych
7, musi dojit az k1,5 - 10° soudinim a souétim za sekundu, abychom
vyhodnotili autokorelace v realném case. Pro tento vypocet je obvykle
vyuzivan autokoreldtor, specialni hardware pfipojitelny k pocitaci, ktery je
schopny takto velké mnozstvi dat zpracovat v redlném case. V nasem ptipadé
ale vyuzivame pfistroj zvany casové-digitdlni prevodnik, tzv. ,timetag*,
ktery zaznamenava ¢as dopadu jednotlivych fotond na detektor a tato data
poté¢ predava pocitaci. Postup, kterym ztéchto =znaCek ziskavam
autokorelac¢ni funkci popisuji v kapitole 2.3.1. Diky metodé multi-tau neni
také nutné provést vypocty v plném rozliSeni po celou dobu méieni, ale
autokorelacni funkci vzorkujeme s plnym rozliSenim jen pro malé korelacni
¢asy. S rostoucim korelaénim ¢asem snizujeme hustotu vzorkovani. Protoze
presnost autokorelacni funkce zavisi statisticky na mnozstvi fotond, ¢im vyssi
je mnozstvi zachycenych fotonti, tim vyssi je presnost autokorelace. O
mnozstvi rozptylenych fotonii za jednotku ¢asu rozhoduje pak hlavné vykon
laseru a koncentrace roztoku. Pocéet zachycenych fotont Ize proto zvysit jak
vykonem laseru, tak prodlouZzenim doby méteni. Ptiklad autokorela¢ni funkce
vidime na Obr. 4.

Autokorela¢ni funkce

140 4

135 -
130 4 \
125

120 %

g:z(T)

1035 4 by

100 4 T

-8 103 10— 10-3 13 10-1
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Obrazek 4: Normovana autokorelacni funkce intenzity rozptyleného svétla.
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1.2.3 Difuzni koeficient

Jestlize se zkouma roztok s ¢asticemi jedné velkosti a tvaru, pak je teoreticka
autokorelacni funkce rozptylenych intenzit vyjadiena ve vztahu Rov. 1.4,

g()=(@A-eBH2+1 (1.4)

Hodnota 7 je korelacéni doba (lag time), interval, po kterém jsou méfeny
intenzity. A, B jsou fitovaci parametry.

Zminény difuzni koeficient, ktery charakterizuje rychlost pohybu Ccastic
Vv roztoku, pak zéavisi pravé na parametru B, vinové délce zafeni A, thlu 6,
pod kterym je rozptyl detekovan, a na indexu lomu rozpoustédla n:

B

)

D =

Pro uréeni diftizniho koeficientu D musi byt znamy parametr B, ktery se urci
z teoretické autokorela¢ni funkce g, (7). Parametr A neni pro urceni velikosti
Castic potfebny, nemlze vSak byt ve funkci opomijen. Pfi fitovani do
experimentalné namétené autokorelacni funkce pocita¢ dosadi nejpodobnéjsi
moznou funkci s parametry A, B, které tim ur¢i. Hledani nejlepsiho mozného
fitu tedy znamend minimalizovdni rozdilu mezi naméfenou a teoretickou
funkci, minimalizovani velikosti y?(kapitola 2.3.2).

Pokud se v roztoku vyskytuje vice riznych typu ¢astic, lisicich se tvarem
nebo velikosti, teoreticka autokorelac¢ni funkce Se zapisuje ve tvaru:

go(1) = (A1 e BT+ A, e7 BT 4 o4 A r e B2 41 (1.6)

Opct se funkce nafituje a ur¢i se parametry A;, By, 45, B,,..., A,, By, které
funkci nejlépe odpovidaji. Hodnoty Bj, B,, ..., By, jsou poté dosazeny pro
vypocet odpovidajicich difuznich koeficienti Dy, ... D,,. Existuje vice metod,
jak tento fit provést, ale jejich piehled a popis sahd za rdmec této prace.
Metodu, kterou jsem pouzil popisuji podrobnéji v kapitole 2.3.3.
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1.2.4 Hydrodynamicky polomér

Jiz dfive bylo zminéno, Zze cilem DLS je obvykle urcit rozméry c&astic
v roztoku. Ziskané difuzni koeficienty D;, D,, ... vypovidaji pravé o
rozmérech, piesnéji 0  hydrodynamickych  polomérech  Castic.
Hydrodynamicky polomér ¢astice 1, odpovida poloméru sférické castice se
stejnym diftznim koeficientem. Lze ho vyjadrit ze Stokes-Einsteinova vztahu
ve tvaru Rov. 1.7.

_ kT
™= 6mnD

(1.7)

T je absolutni teplota roztoku, k = 1,38 - 102 J-K! Bolztmanova konstanta,
D difazni koeficient a n viskozita rozpoustédla. Podle ziskanych diftznich
koeficientd Dy, D,, ... je mozno timto postupem dopocitat hledané rozméry
Thi, Thz, --- Castic v roztoku. Jelikoz hydrodynamicky polomér vypovida o
rozméru koule, miize byt uréen také objem cCastice, tedy jeji velikost. To vSak
neznamena, Ze tvarem ¢astice musi byt koule, miize se jednat o tvary naprosto
odlisné. Pokud se neklade diraz na pfiliSnou pfesnost, miizeme tvrdit, ze 1y,
¢astice odpovida poloméru koule 0 stejném objemu, ktera by se pohybovala
rozpoustédlem vlivem Brownova pohybu stejné rychle. Castice viak pfi
tomto odhadu nesmi mit ptili§ neobvykly tvar, napt. byt velmi dlouha a tenka
nebo naopak moc kratka a Sirokd. Hydrodynamické poloméry ¢astic, které se
pomoci DLS zkoumaji, se obvykle nachazeji v intervalu od 1 nm do 1000 nm.
Castice mensi nez 1, = 1 nm rozptyluji piili§ malo a autokorela¢ni funkce
pak nemlze byt pfesné urCena, a tedy neptesné vyjde i hydrodynamicky
polomér. Na druhou stranu na ¢astice vétsi nez r;, = 1000 nm vétsinou ptisobi
prilis velka tihova sila a nuti je sedimentovat. Proto ke konci nedojde
k zadnému rozptylu a autokorelacni funkce pak bude zkreslend, protoze
¢astice se nepohybuji pouze v disledku difuze. Takto velké ¢astice uz jsou
pozorovatelné mikroskopem a jejich velikost se jiz Casto méfi jinymi
metodami, které nejsou tak slozit¢ jako DLS a mohou rozméry urovat
ptesnéji.
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2 METODIKA

2.1 Experimentalni vybaveni

laser

Jako zdroj svétla pro metodu DLS jsme pouzili laserovou diodu
emitujici zafeni o vlnové délce 810 nm se Sitkou spektra mensi nez
1 nm a maximalnim vykonem 50 mW. Vykon laseru bylo mozné
ménit regulaci Cerpaciho proudu tak, aby u riznych vzorka zistavalo
mnozstvi rozptyleného svétla piiblizné stejné. Spole¢né s laserovou
diodou byl vyuzivan regulator teploty, tak aby laser pracoval
Vv konstantnich tepelnych podminkach. (Obr. 23).

optické vlakno

Optické vlakno (Obr. 24) se vyuzilo ve dvou ptipadech. Zaprvé jim
bylo vedeno svétlo z laseru do koliméatoru a zadruhé se do optického
vlakna $ifilo rozptylené zafeni, které pak bylo vedeno do detektoru.
V prvnim piipadé se jednalo o jednomodové vldkno s primérem jadra
5 um a ve druhém o vlakno multimodové o priméru 62,5 pum.
kolimator

Kolimator usmérni svétlo, které vychazi z optického vlakna, do
svazku rovnobé&znych paprskii. Tim se zvysi také intenzita svétla
vV daném sméru. Svétlo se kolimuje pomoci sady riiznych cocek.
Konkrétné pouzity kolimator S ohniskovou vzdéalenosti 11 mm nese
oznaceni 60FC-0-A11-02 (Obr. 25).

neutralni filtr

Neutralni (Sedy, ND) filtr oslabuje intenzitu svétla tak, Ze absorbuje
jeho ¢ast. Pokud se paprsek z laseru netlumi, mnozstvi rozptyleného
svétla je pfili§ vysoké a mohlo by dojit k poSkozeni detektoru. Muze
se zdat, ze kdyz se snizi vykon laseru, neni Sedy filtr tteba. Laser vSak
vydava optimalni svétlo pro experiment az od urcité intenzity, proto
se nastavi vyS$i vykon a svétlo se pak omezi ND filtrem. U malo
rozptylujicich vzorkt (napt. latek pii nizkych koncentracich) se filtr
sundaval, protoze 1 pfi vysoké intenzité bylo mnozstvi rozptylen¢ho
svétla nedostate¢né. Diky tomu mohla byt intenzita rozptylovaného
svétla stejna jako u vice rozptylujicich vzorki. Pouzity neutralni filtr
NE30A maé optickou hustotu 3.0 a oslabi svétlo na vlnové délce
810 nm priblizné 100x (Obr. 26).
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e pilvinna desticka
Pulvinna desti¢ka (half-wave plate) je tenky krystal z dvojlomného?
materialu, ktery méni rovinu polarizace linearné¢ polarizovaného
zateni. Pulvlnna desticka byla umisténa v oto¢né montazi, mohlo se
s ni tedy rotovat a riizn¢ ménit smér vysledné linedrné polarizované¢ho
svétla. Otocila se tak, aby byl svazek vkyveté vertikalné
polarizovany. Jeji umisténi v aparatufe vidime na Obr. 27.

e spojné ¢oCky
Spojna ¢ocka zaostiuje (fokusuje) ptichazejici rovnobézné paprsky do
jednoho mista. V na$i aparatute je jedna coCka pouzita k zaostfeni
kolimovaného svazku do kyvety se vzorkem, druhd pak usmeérni
rozptylené svétlo do optického vldkna a tim nésledné do detektoru
(Obr. 27). Jedna se o dva modely soznacenim A220TM-B a
ohniskovou vzdalenosti 11 mm.

e Kkyveta
Prihlednd spektroskopickd kyveta obsahovala vzorek zkoumané
latky. Cela pak byla zasazena do drzéku vytisknutého na 3D tiskarné.
Drzdk mél tvar kvadru s otvory pro kyvetu, pfichozi a rozptylené
svétlo (Obr. 28).

e clona
Clona s nastavitelnou mirou uzavieni definovala thlovy rozsah
rozptylovaného svétla tak, aby byl co nejblize 90°. Tim se sice snizila
intenzita méfeného detekovaného svétla, ale také mnozstvi
nezaddouciho okolniho elektromagnetického vInéni. V aparatufe ji
vidime na Obr. 27 mezi ¢o¢kou a frekven¢nim filtrem.

e frekven¢ni filtr
Aby se pi1 méteni omezil vliv okolniho zafeni, byl pouZit frekvenéni
filtr (band-pass filter), ktery propusti vIinéni s frekvenci pouze
vV urCitém rozsahu a ostatni zafeni s odliSnou frekvenci oslabi
(prakticky odrazi nebo pohlti). N4s§ filtr propoustél vinovou délku
okolo 810 nm, tedy rozptyleny laser, a intenzitu dalsiho okolniho
svétla snizil. Opét je vidét na Obr. 27.

2 Velikost indexu lomu krystalu zavisi na konkrétni orientaci krystalu a polarizaci svétla.
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detektor

Rozptylené svétlo ze vzorku je detekovano lavinovou fotodiodou
(APD) v Geigerové modu. Jedna se o velice citlivy polovodicovy
fotodetektor, ktery je vtomto rezimu schopny rozliSit jednotlivé
fotony. Proto se musel co nejvice omezit pfistup okolniho
elektromagnetického zafeni, ktery by data z citlivého detektoru mohl
zkreslit. Cela aparatura byla pti méfeni prekryta papirovou deskou a
tmavou plachtou. Také svétla v laboratofi se musela pred zacatkem
experimentu vypnout, jinak by se APD mohla zni¢it (nad 5 MHz
fotonll). Pokazdé kdyz lavinova fotodioda detekuje foton, vytvoii
elektricky puls. Cim vice zachycenych fotond, tim vice generovanych
elektrickych pulsit za jednotku Casu. Proto vyjadiujeme intenzitu
rozptyleného svétla v jednotkach frekvence. Pulsy pak detektor vysle
do timetagu. | kdyz na APD nedopada zadné svétlo, mohou vznikat
elektrické pulsy vlivem teplenych reakci v polovodici. Ve srovnani se
signalem vsak nejsou nijak ¢etné a méfeni ptili§ nezkresli. Pouzivana
lavinovéa fotodioda je produkt firmy Excelitas s ozna¢enim SPCM
AQA4C (Obr. 29).

Timetag

Time Tagger je casové-digitalni prevodnik, ktery pifijima elektrické
impulsy z APD a méfi ¢as ptichodu tohoto pulzu vztazeny vzhledem
k zacatku méteni. Tato data pak uklada a predava pocitaci. Timetag
dokaze meéfit ¢as ptichodu jednotlivych pulsii s rozliSenim az 3 ps.
Z dat o Case a mnozstvi fotont se pak v pocita¢i softwarové urci
autokorelacni funkce. Nami pouzivany pfistroj nese oznaceni Time
Tagger 20 od firmy Swabian Instruments na Obr. 30.

ZetaSizer Nano ZS

Komer¢né pouzivany ptistroj od firmy Malvern Panalytical, se kterym
srovnavam hodnoty naméfené na mé aparatufe [14]. Vyuziva se
k urCeni velikosti, ale i dalSich vlastnosti (napf. elektroforeticka
mobilita, viskozita) riznych proteinti a nanoc¢astic. Je schopny urcit
velikost ¢astic o praméru od 0,3 nm do 10 um. K tomuto méteni
vyuziva stejné jako my metodu DLS. Pracuje se svétlem vinové délky
633 nm a rozptylovym thlem 178° (Obr. 31).

18



2.2 Aparatura

Svétlo z laseru je optickym vlaknem vedeno do kolimatoru, kde se sadou
¢oc¢ek usmérni do svazku rovnobéznych paprskii. Laser rovnobézny s rovinou
stolu prochazi kolmo ND filtrem, ptlvinnou desti¢kou a spojnou ¢ockou.

Pilvinna desticka se v montdzi otocCila tak, aby vstupni svétlo bylo linearné
polarizované ve vertikalnim sméru. Spojna ¢ocka se umistila tak, aby byl
pramér paprsku v kyveté co nejmensi (v fadech desetin mm). Po prichodu
¢ockou jiz svétlo vstoupilo do vzorku v kyveté. Zde doslo k pozadovanému
rozptylu. Pohled na ¢ast aparatury, kterou projde laser pred vstupem do
vzorku, vidime na Obr. 32.

Svétlo se zacalo rozptylovat pod thlem 90° (kolmo na puvodni laserové
zateni). Dalsi spojna ¢ocka pak rozptylené vinéni usmérnila do optického
vlakna, které vedlo svétlo do detektoru. Za ¢o¢kou byla umisténa uzaviena
clona s otvorem priméru pfiblizné 1 mm. Tato clona sice omezila intenzitu
detekovaného svétla, ale zajistila, aby se métilo v dobie definovaném
rozptylovém uhlu. Za clonou se dale nachédzel frekvenéni filtr, ktery
redukoval §ifeni okolniho svétla do detektoru. Cast aparatury, ktera pracovala
s rozptylenym svétlem, vidime na Obr. 33.

Rozptylené zateni, které proSlo clonou a frekvenénim filtrem, potom
dopadalo na celo optického vlakna, kterym bylo dale vedeno do lavinové
fotodiody. Signal z APD byl ptipojen k ¢asove-digitalnimu pievodniku, ktery
predaval pocitaci informace o c¢asu ptichodu jednotlivych fotond. Na
obrazovce pocitace tak miizeme sledovat mnozstvi detekovanych fotont
Vv realném Case a z dat vypocitat autokorelacni funkci. Obr. 5 ukazuje nakres
celé aparatury. Béhem méfeni byla aparatura piekryta ¢ernou deskou a
plachtou, viz. Obr. 34. Celou aparaturu a ptiklad méteni vidime na Obr. 6.
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Obrazek 5: Nakres celé aparatury s vyznacenymi castmi.

Timetag

Obrazek 6. Vpravo je kompletni cast aparatury, kterou prochazi laser a rozptylené svetlo.

Vlevo vidime viastni podobu méreni.
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2.3 Zpracovani dat

2.3.1 Vyhodnoceni autokorela¢ni funkce

Kdyz detektor zachyti foton, vysle elektricky puls Kk ¢asové-digitalnimu
pfevodniku. Ulozena data z Timetaggeru tedy informuji o ¢asech detekce
fotonli namétenych s urcitym Casovym rozliSenim. Pro urceni autokorelacni
funkce je klicovy vztah Rov.1.2. Okamzita intenzita I(t) Vv ¢asovém
intervalu (¢t; t + At) odpovida mnoziné ¢asovych znacek s indexem i, jejichz
Cas prichodu t; lezi v intervalu (¢t; t + At). Tento fakt vyjadiime Rov. 2.1,
kde n je operator, ktery udava pocet prvkli v mnozin¢, tedy mnozstvi
odpovidajicich fotonu [1], [10].

I(t) =n{i>t; =t})/At
Vyraz Rov. 1.2 bez normovani lze vyjadfit pomoci ¢asovych znacek takto:

IO It+)=n{idt;=thn({j3t; =t +1})

(IO 1E+D) = ) n({i 3t = 6)In((j 3 4 = b+ /T =)

k
-1+ =n({@NHot=t—-1})/(T-7)

Posledni krok v Rov. 2.2. je vysledkem publikace [10] a tikd, Ze souciny a
soucty lze nahradit poc¢itanim vSech dvojic znacek (i, j), takovych, ze rozdil
Casu prichodi (tj— tl-) lezi v intervalu (t; T + At), pro kazdé t a At, které
chceme vyhodnocovat. Hodnota t; odpovida ¢asové znacce, kdy pfisel j-ty

foton vintervalu At v case sposunem t+ 1. Lomené zavorky znaci
sttedovani hodnot intenzit z celé doby méteni.

Druhym vysledkem publikace je algoritmus, ktery umozni toto pocitani
udé¢lat efektivné. Takto ziskany vyraz je tfeba normovat poctem pouzitych
znacek.

Celou rovnici autokorela¢ni funkce pak mizeme piepsat nasledovné:

n({@,)Na¢ = tj — /(T — 1)
n{iat;, <T—thn({jot; = t)HAT

G2(1) =
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Tato metoda zahrnuje multi-tau algoritmus [11], ktery optimalizuje pocitani
prvkd. Funkce neni vyhodnocovéana v plném rozliseni ve vSech bodech, ale
vypoctou se podstatnd data na malych korela¢nich casech a pro velka t jiz
muzeme volit vétsi velikost intervalu At. Tim se proces nékolikrat zkrati.

V nasem ptipad¢ metoda vyhodnocuje autokorela¢ni funkci v bodech, které
tvoti geometrickou posloupnost (jeden bod je ndsobkem druhého). Protoze
dochazi k ur€eni funkce pii hodnotach casu, které pokryvaji nékolik fada (od
mikrosekund po desitky sekund), osa x Vv grafu funkce se wuvadi
V logaritmické Skale. Zlogaritmovanim piejde geometrickd posloupnost
v aritmetickou a body jsou pak rovnomérné rozdéleny. K vyhodnoceni
autokorelacni funkce jsme vyuzili knihovnu pycorrelate programovaciho
jazyku Python [1]. Celym procesem se tedy vytvoii graf s experimentalné
ur¢enou autokorelaci na ose y a prilbéhem ¢asu na ose x.

Pro snazsi fitovani pfevadim intenzitni autokorelaci g, na autokorelaci

elektrické intenzity g; podle Siegertova teorému g,(t) =1+ (g, (T))Z,
kde B je hloubka modulace. Ptiklad normované autokorelace elektrické
intenzity vidime na Obr. 7.
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Obrazek 1: Normovand autokorelacni funkce elektrické intenzity s fitem.
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2.3.2 Fitovani

Mame teoreticky model funkce g,(t) sparametry A, B (Rov.1.4) a
autokorelacni funkci z naméfenych dat. Fitovanim se hledaji takové
parametry A, B, aby graf g,(t) dobfe odpovidal experimentalnim datim.
Fitem se ur¢i parametry modelu, ur¢eného funkci g,(t), V méfenych
argumentech x;, x, ... x tak, aby teoreticky ptedpis co nejptesnéji odpovidal
naméfenym hodnotdm y4,y, ... Yy -

Z konstanty B je pak mozné vypocitat difuzni koeficient D (Rov. 1.5) a
nasledné hydrodynamicky polomér r, (Rov. 1.7).

Pfti fitovani se urcuje soucet druhych mocnin vzdalenosti mezi naméfenymi a
vypoétenymi hodnotami [2], [19]. Oznacuje se jako y? a uréi se jako:

=

-1

=D w(y —f(xj))2

=0

Cim mensi je kvadrat chi, tim 1épe odpovida fit namétené funkci. Faktor w;
odpovida vaze fitu pro jednotlivé body a druha mocnina v Citateli argumentu
brani vyskytu zapornych hodnot vzdalenosti. Nas fitovaci program Kladl vétsi
fitovaci vahu datim na zacatku funkce a v oblasti poklesu. Tedy fit se vice
orientuje podle ptesnéjSich dat. Bodlim s velkymi korela¢nimi Casy program
pfifazuje mensi vyznam kvili jejich velkému Sumu. Fit je na Obr. 7.

2.3.3 Distribuce ¢astic

Pokud se v roztoku vyskytuji dvé a vice riznych castic lisicich se velikosti,
jedna exponencialni funkce podle Rov. 1.4 neni pro fit vhodna. Doslo by totiz
k vyhodnoceni jednoho ,,primérného* diftizniho koeficientu ¢astic, tudiz pak
jednoho neptfesného poloméru pro rizné cCastice. Aby se stanovilo vice
jedine¢nych difuznich koeficientl z vice parametri By, B,, ... B, pro riizné
Castice, zapisuje se teoretickd autokorela¢ni funkce ve tvaru Rov. 1.6,
vyuzitim sumace pak ve tvaru Rov. 2.5.

N
o) = () Ay e + 1
i=1
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Pro urceni mozné distribuce castic o riznych difuznich koeficientech
(~velikostech) jsme se inspirovali metodou CONTIN [15]. Tato metoda
vyuziva regularizace. K omezeni mnozstvi moznych ¢astic v roztoku (tak aby
jejich vysledna distribuce odpovidala realit€) je fit regularizovan hledanim
nejmensi mozné Spicatosti. Cilem je minimalizovat velikost vyrazu:

rmax
x:+ azf (B"(IM)?dr (2.6)

Iiin

Kvadrat chi y? opét predstavuje vzdalenost mezi naméfenymi a fitovanymi
body. Clen B”(T") vypovida o zakfiveni vysledné distribuce velikosti ¢astic.
Tento proces se tedy snazi minimalizovat y? (s cilem odpovidajiciho fitu) a
zaroven maximalné snizit velikost integralu, tak aby bylo mnozstvi riznych
Castic v roztoku realné. Parametr a je volitelny. Pokud bude a = 0, bude
nalezen nejlepsi mozny fit, ale pfili§ rozmanitd (neredlnd) distribuce Castic
v roztoku. Naopak jestlize je a pfilis velké, bude sice nalezena realna
distribuce velikosti ¢astic, ale fit nebude odpovidat namétené funkci. Proto
musi byt @ vhodné zvoleno.

Nakonec se fitem uréi parametry A;, By, A,, By, ...A,, By, které funkci
nejlépe odpovidaji. Hodnoty B4, B,, ... By, jsou poté dosazeny pro vypocet
odpovidajicich difuznich koeficientt Dy, D,, ... D,,.

2.3.4 Priprava vzorku

Ptiprava vzorku je pfi metodach tykajicich se rozptylu svétla stéZejnim
bodem, protoze prach ¢i jiné necistoty v kyveté snizuji presnost méteni.
PouzZivané vybaveni, jako injekéni stfikacky a kyvety, proto muselo byt pfi
piipravé vzorku do maximalni mozné miry Cisté. Nékdy jsem pouzival také
ruzné filtry, které pfi manipulaci s pouzivanymi latkami brani vyskytu
necistot.

VétSinu testovacich vzorkil tvofilo polotuéné mléko natedéné vodou (pro
presnéjsi méfeni destilovanou) o ur¢itém pomeéru. K piipraveé roztokil jsem
pouzival obycCejnou injekéni stiikacku se stupnici po desetinach ml a
maximalnim definovanym objemem o velikosti 1 ml. Optickéd kyveta méla
objem pfiblizné 4,5 ml. Roztok v poméru 1:10 jsem vytvofil z odebranych
4 ml destilované vody a 0,4 ml mléka. Pro poméry 1:100, 1:1 000 a 1:10 000
jsem zopakoval piredesly proces (pro 1:1001x, pro 1:1000 2x, pro
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1:10 000 3x), pti¢emz jsem misto Cisté vody pouzil jiz vytvoreny roztok
Vv kyveté. Pro ptipravu poméru 1:100 000 jsem uz misto injek¢ni stfikacky
pracoval s mikropipetou. Ze vzorku 1:10 jsem odebral 40 pl a dotedil je 4 ml
vody. Tak vznikla smés 1:1000. Ze 40 pl této smési a dalsich 4 ml vody jsem
pak ziskal vzorek 1:100000. Roztoky o pomeérech 1:1 000000 a
1:10 000 000 jsem s mikropipetou a roztokem 1:10 vytvoiil obdobnym
zpusobem. KdyZ se uréovala minimalni nutna koncentrace vzorku, dostali
jsme se na roztoky mléka o poméru az 1:100 000 000. Pro tento pomér jsem
do mikropipety nabral 40 pl mléka a smichal je s 4 ml destilované vody. Tak
vznikl priblizné€ 1% roztok. Nasledné jsem tento proces 3x opakoval, ¢imz
jsem se dostal na pomér 1:100 000 000. Pomér 1:30 byl dotvoten z 1 ml
roztoku 1:10 a 3 ml vody.

K porovnani namétenych vysledki z pfistroje ZetaSizer a nasi aparatury jsem
ptipravil roztoky latexovych nanokuli¢ek o danych velikostech (primérech)
100, 400 a 900 nm. Kazdy typ nanokulicek byl namichén s vodou ve tfech
pomérech — 1:10, 1:100, 1:1000. Tak vzniklo celkem 9 vzorkd oznacenych
pismeny od A do I.

Pii piiprave téchto roztokid jsem se snazil o maximalni moznou Cistotu, tedy
I kvalitu vzorku. Vsechny kyvety jsem nejprve vyfoukal stlacenym
vzduchem, vyplachl demineralizovanou vodou, znovu Vypléachl
demineralizovanou vodou, ktera prosla 20 um filtrem, a nakonec vyfoukal
znovu  stlaéenym  vzduchem. Kifedéni roztokdi jsem pouzival
demineralizovanou vodu, kterou jsem protlacil pfes filtr na injekéni strikacce
a vyuzil jsem jehly na stfikacce, ktera funguje jako pfirozeny filtr proti
prachu. K nabrani latexovych kuli¢ek jsem vyuzil opét mikropipetu. Z 300 pl
latexovych nanokuli¢ek (Castice byly zakoupeny v zakladnim jiz
1%% roztoku) a 2700 pl filtrované demineralizované vody jsem vytvoril

10% roztok. Opakovanim tohoto procesu s 10% vzorkem jsem se dostal na
1% roztok, dal§im opakovanim s 1% smési na koncentraci 1:1000. Po celou
dobu jsem pracoval s gumovymi rukavicemi a pribézné jsem vyplachoval a
ofukoval pouZzivané injekéni stiikacky, jehly a filtry.
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3 EXPERIMENT
3.1 Justaz

¢ RovnobéZnost paprsku s rovinou stolu

Nezbytnou podminkou kvalitntho DLS je zarueni rovnobéznosti
kolimovaného paprsku s rovinou stolu. Tim se zajisti, ze laserové zafeni
prochazi kolmo na ND filtr a ¢oc¢ku a také vstoupi do kyvety se vzorkem
V pozadovaném misté (ve vysSce od roviny stolu, ve které vystoupilo
Z kolimatoru). Rovnobéznosti s rovinou stolu se docililo pomoci dvou
shodnych uzavienych clon (otvory o pruméru piiblizné 1 mm) [16]. Otvory
clon se nastavily tak, aby se nachazely ve stejné vysce, a clony se umistily asi
10 cm se za sebe. Poté se kolimator musel prostorové otocit tak, aby svétlo
z laseru prochazelo obéma clonami soubézné. Diky justazi kolimatoru se tedy
svétlo Sifilo rovnobé&zné s rovinou stolu a stiedem aparatury.

e Nastaveni intenzity laseru

Nejprve jsme se pomoci SCMOS kamery pokouseli spatfit laserovy svazek
Vv kyveté sroztokem vody a mléka. Na pomérech 1:5 a 1:10 se nam to
nepodaftilo. U vzorku 1:30 jsme snizili objem v kyveté na polovinu a jiz jsme
paprsek pii pohledu shora vidéli.

DalSim cilem bylo zjistit, jaké mnoZstvi fotont bude muset APD detekovat.
Maximalni mozna frekvence fotodiody je totiz 5 MHz, frekvence vhodna pro
méfeni mezi 100 kHz az 300 kHz. Zde jsme pouzili opticky méfi¢ vykonu
(power meter) a pracovali s ptivodnim optickym vykonem laseru 33 m\W. Bez
zapnuti laseru namé&fil vykon okolniho osvétleni 0,6 nW, s laserem pak 9 nW.
Rozdilem téchto hodnot jsme ptiblizné urcili opticky vykon rozptylen¢ho
laseru, tedy 8,4 nW. Praci s power meterem vidime na Obr. 35.

Pfiblizné mnoZstvi fotonll jsme vypocitali pomoci nasledujiciho vztahu:

_P/1
" ch

(3.1)

n
Hodnota n je hledané mnozstvi fotond, P naméfeny vykon, 4 vinova délka

(810 nm), ¢ rychlost svétla a h odpovida Planckové konstanté o velikosti
6,626-107%* J-s. Po dosazeni znamych hodnot dojdeme K piibliznému podtu
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fotonii n = 34-10°. | kdyby na detektor po rozptylu dopadlo pouze 1 % tohoto
mnozstvi za sekundu, bylo by to stale pfili§ mnoho. Proto jsme zacali pouzivat
ND filtry a zaroven jsme snizili opticky vykon laseru z ptivodnich 33 mW na
1,7 mW. Nejprve jsme vyzkouseli 2 filtry NE530B-B od firmy Thorlabs, kde
kazdy propusti 1,3 % plvodni intenzity laseru.

Potom jsme zacali métit mnozstvi fotonu, které se skutecné rozptylily pod
uhlem 90° (Obr. 36). S prazdnou kyvetou bylo detekovano 5000 fotont za
100 ms, tedy frekvence 50 kHz (,,dark counts®). U roztoku mléka a vody
v poméru 1:1000 se nam podafilo dostat na frekvenci 400 kHz. Pro roztok
1:10 000 jsme naméfili 8000 fotond za 100 ms, tedy 80 kHz, a pro ¢istou vodu
55 kHz. Ve finalni aparatuie jsme nakonec dva filtry NE530B-B nahradili
filtrem NE30-A, ktery ztlumi intenzitu laseru 100x. Dva filtry jiz dale nebyly
tteba, protoze na sniZeni rozptylené intenzity se zacala podilet také clona a
cela aparatura byla pfikryta ¢ernou plachtou (témet zadné vnéjsi osvétleni).
Navic poloha ¢ocek byla po finalni justazi také jina.

e Nastaveni irisky a ¢ocek

Clona (=iriska) o riizné mife uzavieni presnéji definovala rozptyl na thlu 90°.
Snizila také intenzitu detekovaného svétla. N&které vzorky jsme schvalné
naméfili s otevienou a pak i1 zavienou iriskou, abychom mohli porovnat
vysledné grafy. Vyznamnou roli hrdlo uzavfeni clony pii porovnavani riizné
velkych optickych vlaken, kdy ovliviiovala hloubku modulace signalu.

Spojna ¢ocka pied kyvetou se umistila pfiblizné tak, aby byl pramér paprsku
V kyveté co nejmensi (v fadech desetin mm). Finalni polohu cocek jsem
doladil podle aktualné¢ detekovaného mnozstvi fotont, které odpovidalo
danému umisténi cocky (Obr. 36). Na pocitaci jsem sledoval méfené hodnoty
a Cocky nastavil tak, aby byly co nejvyssi (také intenzita svétla co nejvétsi).

e Nastaveni HWP

Pulvinna desti¢ka se v montazi otocila tak, aby polarizovany laser dosahoval
nejvyssi mozné intenzity. Intenzitu jsem urcoval za polarizujicim délicem
vykonu. V aparatufe se pii tom nenachdzela kyveta ani zadna fokusujici
cocka. Nejvyssi hodnoty jsem docilil pfi oto¢eni montaze desticky o 47°, coz
odpovida vertikalné polarizovanému svétlu.
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3.2 Vlastni vysledky

3.2.1 Referen¢ni vzorky

V nasledujicich grafech miizeme vidét vypoctenou autokorelac¢ni funkci a
frekvenci dopadu fotona. Prvni graf ukazuje pokles korelace (g, (7) - 0sa y)
Vv pribéhu ¢asu (t [S] - 0sa X), druhy pak frekvenci detekovanych fotond
v jednotce kHz (count rate [kHz] - osa y) v ¢ase (osa X).

Zde na prvnich grafech Obr. 8 mtizeme vidét vysledky naméfené u aparatury
bez vzorku (tzv. dark counts):
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Obrazek 8: Graf nenormované autokorelacni funkce a frekvence dopadii prazdné aparatury.

V prvnim grafu vidime ocekavany rychly pokles autokorelaéni funkce,
protoze nedochazi k Zadnému rozptylu od vzorku. Vysoké hodnoty korelace
kolem ¢asu 100 ns vSak neodpovidaji realité. Jedna se nejspis o kombinovany
efekt detektoru a Timetagu. Proto vyhodnocujeme velikost castic
z autokorela¢ni funkce az od hodnoty 500 ns, kde pocatecni artefakt nehraje
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roli. Pii tomto méfeni detekujeme vlastné okolni ,,nechtény* signal. Také
proto se na druhém grafu frekvence zachycenych fotoni pohybuje pouze
okolo hodnoty 3 kHz (u mléka napt. 100 kHz). Cilem tohoto méfeni je urcit
mnozstvi okolniho svétla v laboratofi. Diky témto naméfenym hodnotam
jsme pak zjistili, jak faktory v laboratofi (napf. osvétleni nebo ¢erna plachta,
kterou byla aparatura piekryta) ovlivituji mnozstvi svétla, které detekuje
fotodioda. V disledku téchto poznatkli jsme nasledné upravili podminky
Vv laboratofi tak, aby byla frekvence fotont u aparatury bez vzorku co
nejmensi.

Dalsim referen¢nim vzorkem je Cista voda, kterou na Obr.9 srovnavam
s aparaturou bez vzorku. Na zacatku opét vidime artefakt v podobé velké
korelace a nésleduje rovna cast, kde nedochazi k zadné korelaci (shodé
signalt). S ¢asem pro vEtsi tau ubyva Sum. Voda jiz rozptyluje uréitou ¢ast
svétla, ale ta je tak mald, Ze se pfi detekovani prakticky viibec neprojevi.
Frekvence dosahuje pfiblizné stejnych hodnot jako u prazdné aparatury,
protoze rozptyl je ptili§ nizky.
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Obrazek 9: Srovnani autokorelacnich funkci vody a prazdné aparatury. Vidime, Ze funkce
klesaji velmi podobné. Dole je frekvence detekcnich udalosti vody.
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Tretim vzorkem je jiz roztok mléka s vodou v poméru 1:1000 na Obr. 10.
Znazornéna jsou zde pfimo namétena data a vysledna fitovana kiivka. Pokles
probiha pomaleji nez u vody a kiivka upln¢ klesne az v ¢ase okolo 1 setiny.
Pomalejsi pokles autokorelace je dan vyssi podobnosti signalti namétenych
Vv riznych casech. Tuto vyssi podobnost zpiisobuji praveé Castice mléka, které
jsou vétsi nez u vody, a proto se pohybuji v roztoku pomaleji. Frekvence se
jiz pohybuje okolo optimalnich 120 kHz.
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Obrazek 10: Normovand autokorelacni funkce, jeji fit, frekvence a vysledna distribuce
velikosti castic mléka.

Vidime také jiz graf distribuce velikosti ¢astic s konkrétnimi hodnotami. I
kdyz jsme piivodné chtéli vyhodnocovat hydrodynamické poloméry, tak graf
distribuce reprezentuje hydrodynamické priméry v jednotkach nm (Dh [nm]
— 0sax). Osay u grafu distribuce velikosti vyjadiuje pomérné zastoupeni
razné velkych ¢astic v roztoku, jednotku nema (PSD = particle size
distribution, [a.u.] = arbitrary unit). Divodem zmény z polomért na praméry
byl fakt, Ze pfistroj, se kterym jsme hodnoty srovnavali, pocital praveé
primé&ry. Aby bylo porovnani nazornéjsi, pracovali jsme také s priméry. Zde
nametené velikosti ¢astic se pohybuji v primérech okolo 300-400 nm, coz
piiblizné odpovida skutenym mléénym lipidim.
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Poslednim referen¢nim vzorkem na Obr. 11 jsou latexové nanokulicky o
priméru 400 nm namichané v roztoku s demineralizovanou vodou v poméru
1:100. Autokorelace klesne diive nez u mléka v Case pred 1 setinou.
Frekvence je zde trochu vyssi, kolem 240 kHz. Primér latexovych
nanokulicek by mél odpovidat 400 nm. V grafu se ur¢eny hydrodynamicky
primér pohybuje mirné¢ nad 400 nm.

Nanocastice - 400 nm

1.0 1
0.8
= —
‘—é 3 0.6 1
£ )
: 2
= ¥ 0.4 1
0.2
0.0
Ty T T T MR LR |
100 100 102  10°  10*  10°
Dp [nm]
350 1
N
T
2 300 4
X
© 250
-
S
2 200 1
o
150
T T T T T T
0 50 100 150 200 250

Obrdazek 11: Data o roztoku latexovych nanokulic¢ek s priimérem 400 nm. Vievo nahorve
vidime normovanou autokorelacni funkci a jeji fit, vpravo vyslednou distribuci
hydrodynamickych priumeéru. Dole je pak frekvence detekcnich udalosti.
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3.2.2 Srovnani vlivu rozdilnych optickych vykonit

V nasledujicich grafech je znazornén vliv optického vykonu laseru na kvalitu
méfeni. Vykon zvySujeme pfidanim cerpaciho proudu laseru. Ve vSech
ptipadech se jedna o roztok mléka s vodou v poméru 1:1000. Porovnavané
vykony jsou 1,7 mW, 7,5 mW a 19 mW.

Prvni graf na Obr. 12 ukazuje srovnani autokorela¢nich funkci. Vidime, ze
autokorelacni funkce jsou u vykoni 1,7 a 7,5 mW v ¢ase od 1 ps do 100 ps
zaSuméné. Vykon 19 mW ma pribéh nejplynulejdi. Cim je funkce méné
zaSuména, tim bude 1épe fitovatelnd a vysledné priméry budou piesnéjsi.
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Obrazek 12: Srovnani autokorelacnich funkci pri rozdilnych optickych vykonech laseru.

Nasledujici Tab. 1 ukazuje srovnani pfibliznych frekvenci detekénich
udalosti pfi raznych optickych vykonech. Nejvyssi hodnoty dosahl logicky
nejvyssi vykon.

Tabulka 1: Frekvence detekcnich uddlosti pri odlisSnych optickych vykonech laseru.

Opticky vykon

1,7 mW

7,5 mW

19 mW

Frekvence

50 kHz

100 kHz

200 kHz
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Na Obr. 13 jsou srovnané vysledné priméry stejného roztoku mléka 1:1000
pfi vSech 3 riznych optickych vykonech. Vidime, ze hodnoty pfi vykonu
1,7 mW se od ostatnich znac¢né lisi, proto nejspis nebudou ptili§ pravdivé. Pii
tomto vykonu je rozptyl nedostate¢ny. Priméry u 7,5mW a 19 mW
znazornuji stejnou hodnotu. Graf nejvyssiho vykonu je vSak uzsi, a tedy
presnéji definuje hledany pramér.
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Obrazek 13: Distribuce prumeérii velikosti castic mléka pri optickych vykonech laseru

1,7mW, 7.5 mWa 19 mW.

Z tohoto experimentu vyplyva, ze ¢im vyssi bude opticky vykon laseru, tudiz
pak detekovana frekvence, tim bude autokorela¢ni funkce plynulejsi. Jeji fit
bude pak pfesnéjsi a s nim i vysledné hydrodynamické priméry. Na druhou
stranu, citlivd fotodioda ma urc¢itou horni mez intenzity, kterd odpovida
frekvenci detek¢nich udalosti 5 MHz, od které uz hrozi poskozeni. Nakonec
jsme zvolili intenzity s hodnotami frekvence mezi 100 az 200 kHz, které
ptinasi pomérné presné vysledky a dioda se pfi nich nesaturuje.
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3.2.3 Porovnani vysledki s riznymi optickymi vlakny

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda primér vlaken hraje roli v méteni.
V tomto pokusu srovnavam vliv velikosti jadra pouzivaného optického
vlakna na hloubku modulace. Hloubka modulace odpovida rozdilu mezi
hodnotou autokorelace na zacatku (nejvyssi hodnoty) a hodnotou 1. Tato
hodnota popisuje, jak vyrazné se autokorela¢ni signal projevuje. Cim je tedy
hloubka modulace vyssi, tim 1épe a piesnéji vyhodnocuji velikosti Castic.
Z toho duvodu nejsou autokorelace vtomto experimentu fitované a
normované, jako u ostatnich méteni. Porovnavam zde surova namétena data.
Vlaken jsem mél k dispozici celkem 5, tedy 5 riznych velikosti priméra
jader v rozmezi 400-5 pm. Vlakna jsou oznacena pismeny A az E viz. Tab. 2.

Tabulka 2: Pét vidken o priimérech jader od 400 do 5 um, které jsem oznacil pismeny A az E.

Vlakno A B C D E

Velikost jadra 400 pm 200 pm 100 um 62,5 um 5um

Jako referen¢ni vzorek jsem pouzil roztok mléka s vodou v poméru 1:1000.
Vlékna A az D byla namétena vzdy s otevienou a poté zavienou clonou, takze
porovnavam i vysledky s rozdilnym nastavenim irisky. E jiZ bylo naméfeno
pouze se zavienou iriskou. Frekvenci detekovanych fotonti jsem se u riznych
vlaken a nastavenich irisky snazil udrzovat pfiblizné stejnou okolo 100 kHz.
Toho jsem docilil regulaci Cerpaciho proudu laserové diody. Zmény signalt
mezi riznymi vlakny by tim padem nemély byt dany zménou frekvence.

Nejdiive jsem naméfil vlakno A. Na Obr. 14 vidime, Ze pii uzaviené cloné
dosahuje hloubka modulace vysSich hodnot. Dalsi vldkna B a C doséhla s
uzavienou clonou vyssich hloubek modulaci nez vldkno A viz. Tab. 3. Na
Obr. 15 s vlaknem D o praméru 62,5 pm se hloubka modulace s uzavienou
clonou déle zvysila a vidime, Ze se vyrazné zvétSuje rozdil mezi hloubkami
modulace u zaviené a oteviené clony. Proto bylo posledni vldkno E méteno
JiZ jen se zavienou iriskou.
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Obrazek 14: Nenormovana autokorelacni funkce u vidkna A pri oteviené a zaviené cloné.
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Obrazek 15: Nenormovana autokorelacni funkce u vidkna D pri otevicené a zavrené cloné.

Graf na Obr. 16 vyobrazuje vSechna vlakna s uzavienou clonou. Nejvyssi
modulace dosahlo vlakno E. V Tab. 3 pfiblizn¢ srovnavam naméfené
hloubky modulaci A = max — min. Uzavieni clony pfineslo v kazdém
piipad€ lepsi vysledky. Clona tedy sice zmensi mnozstvi fotonl, které
detekuje APD (frekvenci detekci), ale pfesnéji definuje rozptylovy uhel a
zvy$i hloubku modulace.
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Obrazek 16: Srovnani nenormovanych autokorelacnich funkci optickych vilaken s riizné
velkymi jadry pri uzaviené clone.

Z méfeni tedy vyplyva, ze se zmenSovanim priméru jadra vlakna pfi
uzaviené cloné se zvySuje hloubka modulace. Nejvy
vlakno s nejmensimi 5 pm. Bohuzel u vlaken s mensimi jadry se snizuje také
frekvence detekénich udélosti. Za rozumny kompromis jsme zvolili vlakno
S praimérem jadra 62,5 um. Vytvaii dostatecnou hloubku modulace i

dostate¢nou frekvenci dopadu fotoni.

Tabulka 3: Srovndni hloubky modulace u optickych vidken s riizné velkymi primeéry jader

pri ruznych nastavenich clony.

hodnoty dosahlo

Velikost vlakna iriska max min A
400 pum Oteviena 1? 1 0
400 pm Zaviena 1,005? 1 0,005
200 pm Oteviena 1,010 1 0,010
200 pm Zaviena 1,075 1 0,075
100 pm Oteviena 1,070 1 0,070
100 pm Zaviena 1,220 1 0,220
62,5 um Oteviena 1,080 1,012 0,068
62,5 um Zaviena 1,300 1 0,300

5um Zaviena 1,550 1 0,550
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3.2.4 Srovnani vzorki o riznych koncentracich

Jednim z ptivodnich cilit mé prace bylo urcit minimalni moznou koncentraci
roztoku, ktery budeme schopni naméfit. Jako referencni vzorek jsem zvolil
natedéné mléko s vodou. Zacal jsem s koncentraci 1:1000. Dalsi roztoky
odpovidaji 10x vice nafedénému pifedchozimu roztoku. Pfi tomto
experimentu mizu zaroven srovnat, zda se vysledky u stejné latky 1isi pfi jiné
koncentraci v roztoku. Stejné jako u srovnavani vlaken i zde jsem se snazil
regulovat frekvenci u rtznych koncentraci tak, aby byla kolem 100 kHz.
Odlisné vysledky vzorkl by tedy nemely byt zptisobeny odlisSnou frekvenci
pii detekei rozptylu. V grafu na Obr. 17 vidime vyhodnocené autokorela¢ni
funkce na vSech méfenych koncentracich:

Srovrsanl komcetrac

1o -

s -

Eoae
h=l
u
F
&
[l
ohoa4 4
— 11000
B 1:10 000
az 4 1:100 000
1:1 000 a0
1,10 000 200

1:100 000 DO

103 104 13-4 -3 101

[-]

10

T [s]
Obrazek 17: Srovnani fitit autokorelacnich funkci roztokii mléka pri ruznych koncentracich.

Nejnizs§i namétena koncentrace byla 1:100 000 000. Laser jsem bez ND filtru
nastavil na maximalni vykon 35 mW. O niz8i koncentraci jsem se jiZ
nepokousel, protoze bych jiz nebyl schopen nastavit dostatecné vysokou
frekvenci detekénich udalosti. Funkce se zde jiz pomérné 1isi od ostatnich
prili§ kvalitni vysledky. V zavéru kiivky 1:100 000 000 se zvyraziuje také
artefakt v podob¢ zpomaleni poklesu. Tento efekt zpisobuje nedostate¢na
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doba méfeni vzhledem k posledni vyhodnocované korelaci (v nejpozdéjsim
Case). Artefakt se zhorSuje pii nizsi frekvenci detekénich udalosti.

fvwr

rozptylujiciho vzorku. Frekvence detekénich udalosti jiz neni dostatecna, a
tudiz ani fit neni piesny (viz. experiment s riznymi optickymi vykony).

cvwr

frekvence na hodnoty kolem 600 kHz a poté rychly pokles zpét na 100 kHz.
Tento jev mizeme vysvétlit vétsi, nejspise prachovou Castici, jez pfi nizkych
koncentracich rozptyli signal srovnatelny s mlékem. Rozptyl od stejné¢ho
mnozstvi prachu pti vyssich koncentracich se v prevazujicim rozptylu mléka
vice ztrati.

3.2.5 Porovnani na$i aparatury a komer¢niho pristroje

Posledni ¢asti experimentu je srovnani mych vysledkd s vysledky
naméfenymi na piistroji ZetaSizer Nano ZS. Jako referen¢ni vzorky jsem
pouzil roztoky latexovych nanokulicek s priméry 100, 400 a 900 nm. Kazdy
typ Castic jsem nafedil v pomérech 1:10, 1:100 a 1:1000. Celkem jsem tedy
mél 9 vzorkd, které jsem oznacil pismeny A az | viz. Tab. 4. U vSech vzorkt
jsem se snazil drzet frekvenci na 100 kHz.

Tabulka 4: Oznaceni vzorkii s roztoky latexovych nanokulicek, které jsem porovnaval
S pristrojem ZetaSizer Nano ZS.
1:10 1:100 1:1000
100 nm A B C
400 nm D E F
900 nm G H |

Prvni referenci je vzorek A, na kterém konkrétné srovndm naSe data a
ZetaSizer. Na naSich findlnich datech na Obr. 18 vidime normovanou
autokorela¢ni funkci v podobé jednotlivych vypoctenych dat a jejich fit.
Vyhodnoceny primér odpovida 100 nm, které by vzorek skutecné¢ mél mit.
Frekvence detekce se pohybuje kolem 100 kHz. Na Obr. 19 jsou vykreslena
data pfistroje. ZetaSizer pracuje na odlisném thlu rozptylu a s jinou vinovou
délkou laseru nez naSe aparatura, takze funkce pfili§ srovnatelné nejsou,
klesaji ale priblizné ve stejném &ase (1000 ps = 102 s). Primér neodpovida
presné 100 nm, ale spiSe 80 nm. Frekvence, se kterou toto zatfizeni pracuje,
dosahuje hodnot kolem 200 kHz.
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Obrdazek 18: Normovana autokorelacni funkce, jeji fit, frekvence detekci a distribuce castic
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Obrazek 19: Fit normované autokorelacni funkce, frekvence detekcnich udalosti a vysledna

distribuce velikosti vzorku A na ZetaSizeru.
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Vlastni porovnani mych dat a vysledkil pfistroje provadim vykreslenim
vyhodnocenych primérd do jednoho grafu. Na Obr. 20 az Obr. 22 vidime
srovnané velikosti v§ech vzorkt. Konkrétni hodnoty jsou v Tab. 5.
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Obrazek 20: Srovnani distribuci velikosti éastic vzorki A, Ba C
Z nasi aparatury a komercniho pristroje. Nominalni priumér castic vzorku byl 100 nm.
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Obrazek 21: Srovnani distribuci velikosti castic vzorkit D, E a F
Z nasi aparatury a komercniho pristroje. Nomindlni primér cdstic vzorka byl 400 nm.
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Obrazek 22: Srovnani distribuci velikosti castic vzorki G, H a |
Z nasi aparatury a komercniho pristroje. Nomindlni priumér cdstic vzorku byl 900 nm.
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Tabulka 5: Findlini srovndni hydrodynamickych primérii Z nasi aparatury a Z pristroje.

Vzorek A B C D E F G H |

Redici pomér 1:10 | 1:10% | 1:10° | 1:10 | 1:10% | 1:10° | 1:10 | 1:10% | 1:10°

Nominalni v.(nm) | 100 100 100 400 400 400 900 900 900

Experiment (nm) 100 105 110 295 400 400 500 900 800

ZetaSizer (nm) 80 90 80 400 400 400 990 950 900

A(nm) 20 15 30 105 0 0 490 50 100

V tomto experimentu jsme dokazali, Ze hydrodynamické praméry naméfené
na nas$i aparatufe jsou srovnatelné s vysledky komeréniho pfistroje Zetasizer
Nano ZS. U vzorku A, B a C s nejmensimi ¢asticemi o0 priméru 100 nm,
viz. Obr. 20, se naSe hodnoty a hodnoty pfistroje podobaji a pohybuji se
opravdu kolem 100 nm. Pokud je tato nominalni velikost vzorku skute¢na,
tak dokonce naSe aparatura zde dosahla i ptresnéjSich vysledkt. U ostatnich
vzorkli s vé&étsimi casticemi o velikosti 400 nm a 900 nm dosahuje nase
aparatura zhruba stejné pifesnych vysledkt jako ZetaSizer pro normalni a
nizké koncentrace.

Pouze pti vysokych koncentracich jsou naSe vysledky méné piesné nez
méfeni piistroje. Konkrétné se jedna zejména o vzorek D viz. Obr. 21, kde se
vysledky 1isi o 105nm a o vzorek G viz. 22, kde doslo k nejvétsimu
nesouladu mezi métenimi. U vzorku D se na naSi aparatufe objevili také
nec¢ekané hodnoty okolo 60 nm které budou nejspi§ chybné. Oba tyto
nepiesné vysledky vznikly pii pomérech 1:10, tedy ze vzorkl s nejvyssi
méfenou koncentraci. Tento fakt si vysvétluji moznosti nékolika ndsobného
rozptylu v koncentrovaném roztoku. Vysledné velikosti jsou pfi tomto jevu
vyhodnoceny mensi neZ ve skutecnosti, coZ by odpovidalo i nasemu piipadu
[13]. ZetaSizer pracuje na vys$§im rozptylovém uhlu nez nase aparatura, proto
jeho vyhodnocovani neni vicenasobnym rozptylem tolik ovlivnéno.
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ZAVER

Podafilo se nam sestrojit funkéni aparaturu, kterd dokaze metodou
dynamického rozptylu svétla analyzovat nanocastice v roztoku. Vyhodnotili
jsme hydrodynamické pruméry od 100 nm do 900 nm. Porovnali jsme
vysledky méfeni s riznym nastavenim prvkl v aparatuie. Zjistili jsme, zZe pii
vyssim optickém vykonu laseru, tedy vyssi frekvenci detek¢nich udalosti
(100-200 kHz), ziskame vice dat, ze kterych se piesnéji vyhodnoti
autokorelacni funkce. Ukdazali jsme, Ze optickd vldkna s menSimi jadry
dosahuji vys$si hloubky modulace signalu, tedy pak opét kvalitnéjsi
autokorelacni funkce. Tomuto faktoru pomuze také uzavieni clony pied
detek¢nim vladknem. Dokazali jsme, ze vysledky se u latky nafedéné
koncentraci potiebnou pro na$i aparaturu, na které ziskame data alespon
pfiblizné odpovidajici realité¢. Na zavér jsme porovnali vysledky nasi
aparatury s komeréné pouzivanym piistrojem ZetaSizer Nano ZS. U sedmi
vzorkil z deviti byly vysledné priméry velmi podobné, u zbylych dvou se
¢aste¢né lisily. Pokud je vSak nominalni velikost ¢astic pravdiva, tak nasSe
aparatura ve Ctyfech ptipadech dosahla ptesnéjSich vysledki nez pfistroj.
Neptesnych vysledki jsme dosahli pfi vysokych koncentracich nejspis
v disledku vicenasobného rozptylu v roztoku.

Hlavni vyhodou nasi experimentalni aparatury je fakt, ze na rozdil od
komerénich pfistrojit ji nyni mizeme dale modifikovat po strance zmény
experimentalniho vybaveni i po strance upravy pouzivanych programi pro
zpracovani dat. To ndm komer¢ni pfistroj neumozni. MliZeme testovat rizné
napady a teorie na zptesnéni metody DLS. Pohyb ¢astic 1ze totiz modulovat
riznymi vnéj§imi vlivy, napf. akustickymi vinami (ultrazvukem) [3], [7], [20]
nebo magnetickym polem [5]. Pokud se takto podaii Castice rozkmitat na
znamych frekvencich, bude teoreticky mozné méfit pfi nizSich koncentracich
ale stejném vykonu laseru, ¢imz zvySime citlivost metody. Nasi analyzu
muzeme dale zptfesnit pouZitim silngj$iho laseru, ktery poskytne silngjsi
detekéni signal, nebo pouzitim vice detektort ¢i supravodivych detektort.
Zajimavé by byly také analyzy vzorki, ve kterych se vyskytuje vice ¢astic
riznych velikosti. U komplexnich vzorkii by mohla byt analyza zefektivnéna
vyuzitim metod strojového uceni, naptiklad vyuzitim umélych neuronovych
siti pro predikci distribuce velikosti ¢astic z méfenych korelaci.
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SEZNAM PRILOH

Obrazek 23: Zdroj laseru a jeho regulator teploty vidime vlevo. Vpravo je pak viastni emitujici laserova dioda.
. RGBT N -

Obrazek 25: Kolimator, ktery vytvari paprsek laseru. Vpravo je pak umistény v aparature.
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Obrdazek 27: Vlevo jsou za sebou zespoda zarazeny piilvinna desticka a spojna ¢ocka, ktera zaostruje paprsek do
drzdaku pro vzorek. Vpravo vidime shora doli dalsi cocku, kterd fokusuje rozptylené svétlo do detektoru, clonu a
frekvencni filtr.

Obrazek 28: Spektroskopicka kyveta. Vievo prdazdnd, uprostied se vzorkem v aparatuie a vpravo s prochdzejicim
paprskem.
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Obrazek 29: Lavinova fotodioda — APD (avalanche photodiode).
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Obrazek 30: Time Tagger 20 od firmy Swabian Intruments.

Obrazek 31: ZetaSizer Nano ZS z oficidlnich stranek firmy Malvern Panalytical.
https://www.malvernpanalytical.com/en.
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Obrdazek 32: Prvky aparatury, kterymi projde laser pred vstupem do vzorku. Zprava jde o
kolimator, ND-filtr, piilvinnou desticku a spojnou cocku.

Obrazek 33: Zleva fotky vidime drzdk na kyvetu, spojnou cocku, nastavitelnou clonu,
frekvencni filtr a detekcni vidkno.

Obrazek 34: Cela aparatura prekryta cernou deskou a plachtou, aby se redukovalo mnozstvi okolniho svétla
V laboratori. Vievo vidime vyrezany otvor pro vkladani vzorku.

51



&1 1T Time Tagger Web Application. X L +

heteno | measus:8888/#1tt-contents- 1910000028

hdat @B YouTube Ga GIW Ry IDOS- Visky + Aut. @ HUC ], Dashbosrd | Codec.
woulile

B @ s sewn M omal

12K
10K

8K

6k

Counts

4k|

2K

Obrazek 36: Frekvence dopadu fotonii, podle které jsme nastavili findlni polohu cocek.
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