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ABSTRAKT

Tato bakaléaiska prace se vénuje podminkdm fazové separace za nizkych koncentraci
v systému polyelektrolytu  (hyaluronanu  sodného) a  Kkationaktivniho  tenzidu
cetyltrimethylamonium bromidu. Separovana faze byla studovana pomoci fluorescen¢niho
meéfeni, s pouzitim Nilské ¢ervené jako fluorescencni sondy a byly také stanoveny reologické
vlastnosti provedenim frekvencnich a tokovych testi. Dale bylo sledovano chovani vzniklého
mikrogelu v prostiedi NaCl.

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with conditions of phase separation in system of polyelectrolyte
(sodium hyaluronate) and cationic surfactant (cetyltrimethylammonium bromide). Separated
phase was studied by fluorescence measurement with Nile red as a fluorescence probe and there
were also specified rheological properties using flow tests and frequency oscillatory tests.
Behaviour of separated microgel was also observed in solution of NaCl.
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1 UVOD

Kyselina hyaluronova je jednim z nejdulezitéjsich polymert v lidském téle. Tvoii jednu
Z hlavnich slozek mezibunééné hmoty, je soucasti kize, pojivovych, epitelidlnich a nervovych
tkani. Hydrogely pfipravené 2z kyseliny hyaluronové, vhodné¢ voleného tenzidu
a fyziologického roztoku se v praxi osvédCily v regenerativni medicing, v piipravcich
pro hojeni ran a popalenin, v obvazech s vysokou absorp¢ni schopnosti, pii 1é¢b¢ kloubti nebo
jako scaffoldy ve tkanovém inzenyrstvi. Vyuzivaji se i v dermatologické 1é¢b¢, jelikoz jsou
schopny dodat hydrofobni 1ék i do hlubsich vrstev klize, jsou soucasti injekci pro estetickou
medicinu a pecujici kosmetiky. Také cileni 1é¢iv je velka otazka posledni doby, a hyaluronan
Vv plasti polymernich micel muze dobie slouzit k cileni molekuly do tkani, které jsou na jeho
navazani nadmérné citlivé, coz se tyka mimo jiné tkani bohatych na patologické
CDA44 receptory.

Prace si klade za cil navdzat na dosud provadény vyzkum v oblasti interakce tenzidii
S hyaluronanem na fakulté chemické VUT v Brné¢ a rozsitit poznatky, které ptineslo dosavadni
zkoumani téchto systémil. Interakci ve zminénych systémech a testovani vlastnosti vzniklych
gelil je vénovana pozornost mnoha védeckych skupin, jelikoz potencidlni vyuziti téchto latek
je Siroké. Mnohé aplikace se jiz dostaly do praxe, avSak rozsahlé praktické a komer¢ni vyuziti
je do jist¢ miry omezeno také vysokymi vyrobnimi naklady. Ptipravené mikrogely by
mohly najit vyuziti naptiklad ve farmaceutickych aplikacich, kde je zadouci pied aplikaci
ptipravku vytvofit rovnomérnou jemnou disperzi s terapeutickou koncentraci 1écivé latky. Po
zhodnoceni vysledktit méfeni budou vlastnosti takto piipravenych mikrogelt porovnany
s vlastnostmi klasickych makrogelti a bude urceno, zda lze tyto systémy povazovat za stejné,
pfipadné jak se jejich vlastnosti lisi.



2 TEORETICKA CAST
2.1  Disperzni soustavy

Disperzni soustava je termodynamicky systém, ktery je tvofeny Casticemi rozptylenymi
v disperznim prosttedi, vétSinou se jedna o viceslozkové systémy, slozené ze vzajemné
nemisitelnych fazi. RozliSujeme analyticky, koloidn€ a hrub¢ disperzni systémy.

Koloidné disperzni systémy jsou takové, kde nalezneme koloidni castice o velikostech
1 nm — um. Disperzni prostiedi i disperzni podil jsou zde spojité a jejich charakteristickou
vlastnosti je tvorba geli [1, 2].

Koloidn¢ disperzni systémy zahrnuji [1]:
koloidni disperze —nestdlé, samovolné zanikajici heterogenni systémy. Disperzni podil
a prostiedi piestavuji dvé ruzné faze, oddélené fazovym rozhranim. Jejich piehled je uveden

v Tabulce 1.

koloidni roztoky — homogenni koloidni systémy, kde disperzni podil a prosttedi tvoii jednu fazi.
Jsou to pravé roztoky makromolekul, stalé, vzniklé samovolnym rozpousténim.

miceldrni koloidy — vznikaji samovolnou reverzibilni asociaci nizkomolekularnich latek

s amfifilni strukturou v pravém roztoku. Mezi molekulami v roztoku a asociaty se ustavuje
rovnovaha, systémy jsou termodynamicky stabilni.

Tabulka 1: Koloidni disperze [1]

KOLOIDNI DISPERZE 10°<d < 10°%m

e disperzni ¢astice jsou monomolekularni

¢ vznik samovolnym rozpous§ténim, kterému predchazi
bobtnani

¢ jsou homogenni

roztoky makromolekul

e disperzni ¢astice jsou polymolekularni
asociativni koloidy e vznik asociaci z pravych roztokt amfifilnich molekul
e jsou stabilni v ur€itém rozmezi podminek

e disperzni ¢astice jsou polymolekularni
e vznik z hrubych disperzi umélym dispergovanim nebo
heterogenni koloidy Z pravych roztokl sraZenim na castice koloidni velikosti
e nestalé, koaguluji, sedimentuji
e heterogenni, velkd plocha fdzového rozhrani, stoupa
se stupném disperzity




2.2  Amfifilni latky

Schopnost tvofit micely je podminéna specifickou strukturou molekul. Je nutné, aby
V roztoku byly pfitomné tzv. amfifilni molekuly, coz jsou povrchové aktivni latky (PAL),
nesouci na jedné strané fetézce skupiny s velkou afinitou k vybranému rozpoustédlu a na strané
druh¢ skupiny v daném prosttedi nerozpustné. Aby dochazelo k asociaci, musi mit povrchové
aktivni latky navic dostatecné dlouhy uhlovodikovy fetézec [1].

Dle schopnosti disociovat ve vodném roztoku délime povrchové aktivni latky na [3]:

Neionogenni — v roztocich nedisociuji, afinitu zde zpisobuji polarni neionogenni skupiny
(hydroxylové nebo esterové), nepolarni c¢ast molekul jsou v tomto piipadé derivaty mastnych
kyselin.

Aniontové — disociuji na povrchové aktivni anionty. Jde o soli vys$ich mastnych kyselin, kde
skupina—COO" je pfi¢inou rozpustnosti, @ uhlovodikovy fetézec zde piedstavuje ¢ast schopnou
asociace.

Kationové — disociuji za vzniku povrchové aktivnich kationtli, vétSinou obsahuji kvartérni
dusikovy atom nesouci kladny naboj (hovofime pak o kvartérni amoniové soli). Vynikaji svym
antimikrobialnim G¢inkem, a proto se vyuzivaji jako dezinfekéni a antiseptické latky (vytvareji
adsorpéni vrstvy na bunkach mikroorganismu a tim narusuji jejich metabolické funkce).

Zvlastni skupinou jsou amfoterni PAL, kde je néboj micely zavisly na pH. Soucasna
pfitomnost aniontovych a kationtovych PAL v roztoku neni mozn4, jelikoz dochazi ke tvorbé
velmi slabé disociujici soli o velké molarni hmotnosti, ktera je téméf nerozpustna. Mezi PAL
rozpustné ve vod¢ fadime mydla, detergenty a tenzidy [1, 3].

2.2.1 Tenzidy

Tenzidy jsou organické latky s Sirokym spektrem vyuziti, uplatiuji se pii vyrobé
kosmetickych ptipravki, detergentl, v primyslu vyroby celuldzy a papiru a v neposledni fadé
pfi organickych syntézach. V aplikacich je vyuzivano povrchové aktivity tenzidd, jelikoz
snizuji povrchové napéti na fazovém rozhrani latek, a tak je umoznéna dispergace
nemisitelnych fazi (bud’ do¢asné — pii myti a prani anebo trvale, napt. u vyroby emulzi). Aby
Vv kapaliné mohlo dojit k dispergaci druhé faze, je tfeba vynaloZenim prace (tfepanim,
michanim) zvétsit fazové rozhrani. Tenzidy snizuji praci potfebnou ke zvétSeni fazového
rozhrani, jejich uc¢inek je fyzikalné chemické povahy a tenzid se tedy pii procesu chemicky
neméni [1, 3, 4].



Cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB) je kationovy tenzid, jde o kvartérni amoniovou
slouceninu (struktura viz Obrazek 1). Byva slozkou povrchovych antiseptik, je G¢innym
¢inidlem proti bakteriim a houbam, ve vysokych koncentracich je vSak toxicky. Desinfekéni
vlastnosti jsou vyuzivany pii piipravé hojivych hydrogeli na bazi CTAB a hyaluronanu [3, 5].

Obrazek 1: Struktura molekuly CTAB

2.3  Vznik micel

Proces micelizace (viz Obrazek 2) je samovolny, Gibbsova energie je mensi nez 0, aby doslo
k formovani micel, musi byt v roztoku dosazeno kritické micelarni koncentrace (CMC).
Pod hodnotou CMC je povrchové aktivni latka v roztoku pouze ve formé volnych molekul,
CMC je tak jinymi slovy nejvyssi mozna koncentrace, kdy se povrchové aktivni latka nachéazi
Vv roztoku jesté v iontové formé&. Pro rizné PAL kolisa hodnota kritické miceldrni koncentrace
Vv rozmezi fadové 10°az 10° mol-dm. Hodnota je zavisla na délce a struktufe uhlovodikového
feté¢zce PAL ana vlastnostech pfitomné hydrofilni skupiny. U ionogennich PAL klesa s rostouci
délkou uhlovodikového fetézce a je také ovlivnéna ptitomnosti dalsich latek v roztoku.

Ve ziedénych roztocich (pokud je dosazeno CMC) vznikaji malé micely, kulovité agregaty
PAL, jejichz uhlovodikové fetézce tvoii jadro micely a polarni skupiny smétuji ven. S rostouci
koncentraci se zvétSuje rozmér micel a uhlovodikové fetézce se postupné orientuji vzajemné
rovnobézné. Velikost a tvar micel zavisi na koncentraci, teploté, pH, slozeni a molekularni
struktute PAL [1, 6].

SFN
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koncentrace tenzidu v roztoku >

Obrazek 2: Formovani micel v roztoku [7]



2.4  Solubilizace

Schopnost rozpustit latky, které jsou v ¢istém disperznim prostiedi nerozpustné, za vzniku
koloidnich roztoki oznacujeme jako solubilizaci. Mechanismus tohoto procesu vychazi
z polarity disperzniho prostiedi. Nepolarni latky vstupuji do jadra micel (dojde ke zvétSeni
hydrofobniho jadra a nartstu hmotnosti micel povrchové aktivni latky), solubilizace polarnich
latek probihéd na povrchu micel nebo v jeho té€sné blizkosti.

Této vlastnosti se vyuzivd mimo jiné ve farmaceutickém primyslu, pro prevedeni Spatné
rozpustnych 1é¢iv do rozpustné formy. Konkrétné u hydrogelti je snaha solubilizovat
do struktury hydrofobni lé¢iva [1-3].

2.5 Hyaluronan

Hyaluronan, je nevétveny polysacharid, nesulfatovany glykosaminoglykan. Je sloZen
z disacharidovych jednotek kyseliny D-glukuronové a N — acetyl-D-glukosaminu, stiidaveé
vazanych B-1,4 a B-1,3 glykosidickymi vazbami (viz Obrazek 3). Chemicka struktura
zakladniho disacharidu tvoficiho hyaluronan byla objevena v roce 1954 a bylo také zjisténo,
ze tato molekula je stabilizovana na zaklad¢é elektrostatickych interakci. Axialni vodiky
v molekule tvofi nepolarni, hydrofobni ¢ast a ekvatorialni bo¢ni fetézce jsou polarni, hydrofilni
¢asti molekuly.

Tento polysacharid je v pfirod¢ ptfitomen ve formé soli, kyselina totiz velmi rychle
degraduje a jeji roztok je velmi kysely, proto ji za fyziologickych podminek nenalezneme.
Kyselina hyaluronova i jeji sodné siil jsou rozpustné ve vodé, kde disociuji na stejny anion,
takze v kone¢nych aplikacich jde o0 zcela stejnou molekulu [8-10].

_ - _
o OH
0
s O HO ] .
HO -
OH NH
u c}\ |,

Obrdzek 3: Strukturni vzorec hyaluronanu sodného

2.5.1 Pramyslova vyroba hyaluronanu

Od roku 1934, kdy byl hyaluronan poprvé izolovan ze sklivce hovézich o¢i, byly
Vv nasledujicich letech vyuzity jako zdroje této latky kouhouti hiebeny, prasec¢i klize, o¢ni
sklivce nebo streptokokové bakterie. V soucasné dobé se ziskava technologicky naro¢nym
procesem z bunéénych stén bakterii Streptococcus zooepidemicus, které jsou zbaveny vSech
patogent a nepiedstavuji zadné riziko pro ¢lovéka a piirodu [8].
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2.5.2 Vyznam v organismech a u¢inky na hojeni ran

Hyaluronan se jako soucast téla nachazi v mezibunééné hmot¢, ve zvySené koncentraci jej
najdeme v o€ich, kizi ¢i v kloubni tekutiné. Diky jeho biokompatibilité je vyuzivan v kosmetice
a farmaceutickém primyslu. Biologické ucinky a konkrétni vyuziti pfipravktl na bazi
hyaluronanu jsou ovlivnény jeho molekulovou hmotnosti; naptiklad pii aplikacich na kazi je
vhodny hyaluronan o niz§i molekulové hmotnosti, jelikoz jeho mensi molekuly proniknou
pokozkou vyrazné 1épe. Do struktury hydrogelu ptipraveného na bazi hyaluronanu lze zahrnout
bunky, vldkna, mikro¢astice, nanocastice nebo aktivni chemické ¢i biologické latky.
Hyaluronanové hydrogely a jejich rezidua jsou biokompatibilni, biologicky odbouratelné,
nezpusobuji cytotoxickou reakci, a tak je mozno také formovat gely in situ.

Pokud dojde k poranéni, slozky extracelularni matrix (ECM) jsou poskozeny nejen
mechanicky, ale také bakteriemi a vlastnim imunitnim systémem. Hyaluronan je jednou
z prvnich slozek, kterd je v mist¢ zranéni syntetizovana. Dochézi ke Stépeni molekul
hyaluronanu na kréatké fragmenty o nizké molekulové hmotnosti, které aktivuji imunitni bunky,
a tak ovliviuji zanét — prvni fazi procesu hojeni a soucasné¢ aktivuji buiky zodpovédné
za regeneraci. Druhou tlohou hyaluronanu je zajisténi vlhkého prostiedi v rang, ¢imz podporuje
syntézu dalSich slozek pojivové tkané a mnozeni bunék. Konkrétni funkce hyaluronanu je
zavisla na jeho molekulové hmotnosti. Molekula s hmotnosti pod 200 kDa funguje jako signalni
molekula, zatimco hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti plni funkci pii organizaci
extracelularni matrix, kde tvofi sitovitou strukturu. Diky této schopnosti miZe interagovat
s proteoglykany, proteiny a bunécnymi receptory a je zodpovédny za spravnou organizaci
kolagenovych vlaken a mikrofibril. Interakce s bunécnymi receptory (CD44, RHAMM)
umoznuje zacleniovat jednotlivé buiiky do ECM a soucasné se i podilet na migraci buné¢k, které
migruji podél vldken hyaluronanu. Spole¢né s proteoglykany (které rovnéz obsahuji anionické
polysacharidy) ma velkou afinitu k vode¢, a tak hydratuje ECM, coz usnadnuje volny pruchod
zivin a kysliku a nebrani signalnim buitkdm v pohybu tkani [8—10].

26 Gely

Disperze tuhych latek v kapalindch maji schopnost gelatinizovat. Gely jsou systémy tvofené
trojrozmérnou siti, tvotici souvislou strukturu, prostupujici celym disperznim prostiedim.
Okamzik, kdy se v systému objevi trojrozmérna sit, je oznacovan jako bod gelace. Dusledkem
sitového uspotfadani maji gely mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhy stav, i pokud je
disperzni prostiedi kapalné — disperzni Castice jsou v prostfedi poutany adheznimi silami
a nemohou se v ném nezavisle voln¢ pohybovat. Systém, kde je disperzni prostiedi kapalné,
se oznacuje jako lyogel a odstranénim disperzniho prostfedi (vysuSenim lyogelu) vznika
xerogel [1].
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Podle chovani v suchém stavu rozliSujeme [1]:

gely reverzibilni — vysousenim zmensuji objem a bobtnanim (piijimanim disperzniho prostiedi
zpét) mohou prechazet do ptivodniho stavu. Jejich struktura je tvotfena siti makromolekularnich
fetézcl spojenych v uzlovych oblastech.

gely ireverzibilni — ve vysuseném stavu maji stejny objem jako ptivodni lyogel, ale jsou porézni.
Pti kontaktu s disperznim prostfedim mohou kapalinu sorbovat, ale zpétn¢ nevznika lyogel,
pfeména je nevratnd. Vznikaji gelaci lyofobnich solt.

Oba zminéné typy geli podléhaji starnuti. Jelikoz tyto systémy nejsou v termodynamické
rovnovaze, dochazi k tomuto jevu samovolné. Sitova struktura gelu se smrst'uje a cast gelem
ptijaté kapaliny je vytlaCovana ven. Tento jev se oznacuje jako synereze.

2.6.1 Vznik geli

K procesu gelace mize dojit [1]:

Chemickou raeakci — poskytuje kovalentné sitované gely, které po piekroceni kritické hodnoty
napéti podlehnou trvalé deformaci.

Zmeénou fyzikalnich podminek (zménou pH, iontova sila, sila rozpoustédla) — vznikaji fyzikalné
sitované gely, useky polymernich fetézci se spojuji pomoci fyzikalnich sil

Gel mize také vznikat bobtnanim xerogelu. Pokud toto bobtnani neni zastaveno, vznika sol,
coz je koloidni suspenze, kterou je mozno pfemeénit na gel.

2.7 Reologie

Reologie, obor na hrané¢ mechaniky a fyzikalni chemie, studuje tok a deformaci hmoty
vyvolané vlivem vné&jSich mechanickych sil. Stanovuje vztah mezi napétim, deformaci
arychlosti deformace pro jednotlivé latky. Jelikoz tyto parametry nelze stanovit piesne,
reologie zavadi modely vystihujici charakter deformacniho chovani riznych skupin
latek [11-14].

RozliSujeme tyto typy chovani latek: [1]

Elastické chovani — je vykazovéano tuhymi latkami, kdy u¢inkem sily nastane deformace, ktera
vymizi po jejim odstranéni, vynalozena energie se uklada a po relaxaci latky se uvolni.

Viskozni chovani — charakterizuje jednoduché tekutiny, plisobenim sily hmota tece a tok

se zastavi, ale po odstranéni ptlisobici sily se neobrati se, vynaloZzena energie je disponovana
jako teplo.
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Viskoelastické systémy — pomezi viskoznich a elastickych latek, vyznacuji se odezvou
na pusobici silu v zavislosti na dob¢, po kterou tato sila ptisobi. Toto chovani vykazuje fada
koloidn¢ disperznich systému, zejména roztoky polymeri. V téchto systémech plati vztah:

G* :G!_l_iGﬂ (1)

ve kterém G"je komplexni modul, obsahujici informace o mechanické odolnosti latky (slozeny
z elastického a viskdézniho modulu). Elasticky modul souvisi se schopnosti télesa uchovat
elastickou energii, tvofi realnou ¢ast modulu G™ a viskozni modul souvisi s deformacni energii,
tvoii imaginarni slozku modulu G*. Z téchto veli¢in urCujeme ztratovy uhel d, vyjadiujici
pomér mezi elastickym a viskdznim modulem dle vztahu:

GII
tan 6 = — 2
o )

Hodnota ztratového tthlu urci charakter zkoumané latky, zda prevazuje elastické nebo viskdzni
chovani. Pokud je hodnota O0=45° nepfevazuje zadnd =ze slozek a latka
vykazuje viskoelasticky charakter. V piipadé, kdy o >45°, pfevazuje viskozni slozka a
latka vykazuje viskozni chovani, v opaéném piipadé, tedy o <45°, pfevazuje elasticka slozka,
latka vykazuje elastické chovani [14, 15].

2.7.1 Newtonovské a nenewtonovské chovani kapalin

Newtonovské kapaliny jsou charakterizovany hodnotou viskozity (mira odporu kapaliny
vici toku), ta je pro né latkovou konstantou. Pti toku jednoduchych kapalin je rychlost riistu
deformace linearni funkci sily, ktera na kapalinu pisobi. Tuto zavislost vyjadiuje Newtontiv
viskozitni zakon:

r=n-——=n-D (3)

kde soucinitel # je dynamicka viskozita, charakterizujici vnitini tfeni newtonské kapaliny,
du je vzajemna rychlost pohybu smykovych rovin o dx a D je gradient rychlosti (rychlost
deformace, rychlost smyku), ktery charakterizuje tvarové zmény v proudici tekuting.

Jednd se ptfedev§im o roztoky nizkomolekuldrnich latek a cisté kapaliny, v takovych
roztocich dochazi pouze k zanedbatelnym interakcim mezi molekulami.

Pokud tato zavislost v kapalin€ neplati, jedna se o nenewtonovskou kapalinu, pro kterou
nelze stanovit jedinou hodnotu viskozity a tyto latky maji specifické mechanické
vlastnosti [13, 14].
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Mezi nenewtonovskeé kapaliny fadime tyto skupiny kapalin [13]:

pseudoplastické — natérové hmoty, roztoky detergentll, taveniny polymert. Pseoudoplastické
kapaliny pfi zvySujici se smykové rychlosti snizuji zdanlivou viskozitu. Tato vlastnost snizuje
energetickou naro¢nost michani a toku téchto latek, coz je technologicky vyhodné.

dilazantni — napt. vysoce koncentrované skrobové suspenze. Tyto kapaliny se zvySujici
se smykovou rychlosti maji vyssi zdanlivou viskozitu, coz je pro technologické procesy
nezéadouci.

plastické — K toku dochazi teprve po piekroéeni meze toku. Radi se sem kaSovité suspenze,
napf. vapno ve vode¢.

Reologické vlastnosti materiall, respektive viskozita, se méfi riznymi typy viskozimetrti,
napf. pratokovymi, padovymi nebo rotacnimi. Rota¢ni viskozimetr neboli reometr
(viz. Obrazek 4 a Obrazek 5), je schopen rotujicim senzorem o riizné (vhodné volené) geometrii
méfeny vzorek deformovat mechanicky, riznou rychlosti a vynalozenim sily. Testovanim
pomoci rotace senzoru ziskame informace o viskozité a tokovych vlastnostech vzorku (tokova
kiivka je zaznam viskozity v zavislosti na intenzit¢ otaceni meéficiho senzoru). Na vzorek
mizeme také pusobit oscilatnim pohybem senzoru a vystupem jsou potom informace
0 elasticité vzorku. Porovnanim poméru moduli elastického G’ a visk6zniho G" uréime, zda
jde o material elastického ¢i viskdzniho charakteru [11, 12].

(a) (b)

senzor

otadivy
vnitfni
valec

otacivy
vnejsi
valec

senzor

otacivy
kuzel \ db, otaciva
deska

Obrdzek 5: Rotacni viskozimetry (a) Couettiv typ, (b) Searleuv typ — kuzel/deska [1]
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2.8  Fluorescence

Pokud excitujeme elektron ze zakladni energetické hladiny So do nékteré z vyssich hladin
zafenim, jde o fotoluminiscencni proces. Podle povahy excitovaného stavu pak rozliSujeme
fotoluminiscenéni procesy na fluorescenci a fosforescenci. Po absorpci kvanta zafeni dojde
k pfechodu elektronti ze zakladniho do excitovaného stavu (v atomech dochazi k piesunu
elektronu z valen¢niho orbitalu do prazdného orbitalu s vyssi energii; v molekulach excitace
elektronu probiha z orbitalu HOMO do orbitalu LUMO).

Pii fluorescenci molekula nejprve absorbuje zafeni uréité vinové délky, dojde k excitaci
anasledné se vraci do zékladniho stavu, pfitom vyzafi foton — emise zéafeni trva fadové 1078s.
Pokud excitovany elektron piesel do tripletového stavu Ti, tak dodanim energie se nejprve
dostava do singletového stavu Si1 a az poté se vraci do zékladniho stavu So za soucasného
vyzéteni fotonu. Tento ptechod se nazyva zpozdéna fluorescence. Vystupem fluorescencéniho
méfeni je emisni spektrum, tedy zavislost intenzity fluorescence na vinové délce [16-18].

2.8.1 Fluorescenéni korela¢ni spektroskopie

Fluorescencni korelac¢ni spektroskopie je velmi rozSifena analyticka metoda, zalozena
na sledovani prub&hu intenzity fluorescence, pochazejici z latek difundujicich pfes velmi maly
pozorovany objem (v fadu femtolitrl). Sledovany objem je vymezen fokusovanym laserovym
paprskem. Princip FCS je naznaten na Obrazku 6. Casové fluktuace intenzity fluorescence jsou
zaznamenavany a analyzovany pomoci autokorelacni funkce. Z analyzy téchto fluktuaci Ize
ziskat informace o diftiznich koeficientech pozorovanych latek, o jejich molekularnim jasu
a koncentraci.

a) b) c)
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Obrazek 6: Schéma principu FCS [19]
a) Epifluorescencni mikroskop b) tvar excitacniho paprsku s naznacenym konfokalnim objemem

C) fluorescencné znaceny vzorek
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Metoda je vysoce citlivd, jelikoz je v kazdém okamziku pozorovano jenom nékolik
fluorofort, proto nemuze byt provozovana, pokud je roztok piiliS koncentrovany
a Vv pozorovaném objemu je tedy ptitomno pfilis§ mnoho fluorofort. Proces je opakovatelny,
fluorofory lze excitovat opakované, pokud nenastane jev zvany fotovybélovani (nevratné
zni¢eni excitovaného fluoroforu) [16, 19 ,20].

2.8.2 Fluorescencni sondy

Fluorofor je molekula, kterd po osviceni svétlem urcité vinové délky absorbuje energii
tohoto zafeni a nasledné ji ztrati emisi zafeni o del$i vinové délce. Fluorofory mohou byt vlastni,
ty vykazuji fluorescenci ptirozené (proteiny, redukované formy NADH), nebo nevlastni, které
fluoreskuji az po navazani na vzorek (vSechny fluorescen¢ni sondy a znacky).

Fluorescenéni znacky jsou ke vzorku vazany kovalentné, naopak sondy ke vzorku pouta
nekovalentni vazba. Vhodna volba fluorescen¢ni sondy je klicova pro optimalni vysledy analyz,
jelikoz tyto molekuly jsou vysoce citlivé na zmény prostiedi. V soucasné dobé¢ je zndmo nékolik
tisic riznych sond, molekuly téchto latek jsou zpravidla plandrni s konjugovanymi dvojnymi
vazbami.

Nilska cerven patii mezi Casto vyuzivané fluorescencni sondy (Strukturni vzorec viz Obrazek
7). Ve vodném prostiedi je tato sonda nerozpustna, v organickych rozpoustédlech se rozpousti
velmi dobfe. Bézné¢ se vyuzivd v biochemii pro studium hydrofobnich domén proteind.
Molekula je vysoce solvatochromni (schopnost ménit zbarveni zavisle na zméné polarity
rozpoustédla) a vinova délka emise a excitace se méni zavisle na polarité rozpoustédla [18, 21].

CHs

l/

@) O N

N CH3

Obrazek 7: Strukturni vzorec Nilské cervené
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vyzkum, zabyvajici se systémy polyelektrolyt-tenzid, vychazi zpraci a poznatkl
K. Thalberga a B. Lindmana, ktefi se touto problematikou zabyvali uz v 80. letech 20. stoleti.
Jelikoz je fetézec hyaluronanu negativné nabity, nabizi se pfedevSim vyzkum interakci
s kationtovymi tenzidy.

K. Thalberg a B. Lindman v praci Interaction between Hyaluronan and Cationic
Surfactant [22] zkoumali interakci mezi hyaluronanem sodnym a kationtovymi tenzidy,
s ohledem na délku alkylovych fetézcu tenzida. Vyuzivali metody NMR, solubilizace barviv,
fazové separace a vodivost. Bylo prokazano, ze pokud je pocet atomi uhliku v alkylovém
fetézci tenzidu minimalné deset, tak sta¢i velmi nizka koncentrace tenzidu a dochazi k interakci
s hyaluronanem. V ur¢itém stupni nasyceni hyaluronového fetézce tenzidem, vzniklé molekuly
nejsou dale rozpustné a dochazi k fazové separaci. Tento jev lze pozorovat daleko za CMC
tenzidu. Pfidani velkého piebytku tenzidu pak zpisobi opétovné rozpusténi téchto agregatu.

Bjorling a spol. v praci An NMR Self-Diffusion Study of the Interaction between Sodium
Hyaluronate and Tetradecyltrimethylammonium Bromide [23] studovali pomoci NMR
interakci hyaluronanu a tenzidu TTAB. Bylo zjisténo, ze i po pfidani soli vV mnozstvi
dostateéném pro potlaceni srazeni, dochazi pomérné vyrazné k vazani tenzidu na hyaluronan.

lamazaki a spol. se v praci Photophysical study of the interactions of charged copolymers
with surfactants of opposite charge [24] zabyvali interakci mezi kopolymery PSS-nBVE
a opacné nabitymi tenzidy ve vodném roztoku, pomoci pyrenu jako fluorescencni sondy.
Zjistili, ze vytvofené premicelarni agregaty, vytvoiené diky elektrostatické interakci mezi
kopolymery a tenzidy, pfitahuji ptivodné volné sondy, které migruji z vodného prostiedi do
nové vytvorenych hydrofobnich ¢asti molekul. K formovani premicelarnich agregatd
v systému dochéazi okolo CAC tenzidu, kterda se vtomto piipadé pohybuje v hodnotich
0,27+0,2 mM. Hlavni interakce mezi tenzidy a kopolymery je umoznéna elektrostatickymi
pritazlivymi silami.

T. Halasova a spol. se v praci Hyaluronan-surfactant interactions in physiological solution
studied by tensiometry and fluorescence probe techniques [25] zabyvali interakci hyaluronanu
s tenzidy rtzného typu v prosttedi NaCl. Vysledky fluorescenéniho méfeni ukdazaly,
ze formovani agregatli probiha v ur€itém intervalu koncentraci tenzidu, a zvlasté¢ vhodna je pro
tuto agregaci pritomnost Hya. Nejvétsi vliv Hya byl pozorovan v neutrdlnim Tween 20
a kationaktivnim CTAB. Interakce hyaluronanu a CTAB se projevuje vzristem CMC
a rozsifenim oblasti, kde dochdzi ke tvorb& micel. Autofi to zdlivodiuji siln€jSimi hydrofobnimi
interakcemi mezi del$im fetézcem CTAB a hydrofobnimi doménami na hlavnim fetézci Hya.
Agregace CTAB v porovnani s TTAB je pfitomnosti hyaluronanu ovlivnéna mnohem vice, coz
je prisuzovano del$imu alkylovému fetézci tohoto tenzidu.
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A. Kargerova a M. Pekai v ¢lanku High-Resolution Ultrasonic Spectroscopy Study
of Interactions between Hyaluronan and Cationic Surfactants [26] popisuji inerakce Vv kladné
nabitych systémech polyelektrolyt-tenzid ve vodném prostfedi i Vv prosttedi NaCl, Tyto
interakce zkoumali pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozlisenim (HRUS). Byl
pouzit hyaluronan o rtznych molekulovych hmotnostech a tenzidy TTAB a CTAB.
Ultrazvukova spektroskopie prokazala interakce v systému pii velmi nizké koncentraci tenzidu.
Interakce s CTAB byla pozorovana jiz od pocatku titrace, zatimco u TTAB az pti dosazeni
koncentrace 0,4 mmol.

J. Krouska a spol. v ¢lanku Study of interactions between hyaluronan and cationic
surfactants by means of calorimetry, turbidimetry, potentiometry and conductometry [27]
studovali termodynamiku procesu formovani micel tenzidi TTAB a CTAB s hyaluronanem
Turbidimetrie a potenciometrie potvrdila, ze k interakci v systému dochazi jiz pti nizkych
koncentracich, a to pfi znaéném piebytku hyaluronanu. Pomoci kalorimetrie byla studovana
fazova separace, ke které dojde, pokud je mnozstvi ndboje hyaluronanu a tenzidu vyrovnané.

Tato bakalafska prace je pokracovanim vyzkumu, ktery provadéla T. Halasova v ramci
dizerta¢ni prace Interakce hyaluronanu a amfifilnich molekul [28]. Halasova se ve své dizertaci
zabyvala mimo jiné studiem interakce hyaluronanu o riznych molekulovych hmotnostech
s tenzidem CTAB ve vodném prostiedi, kdy tyto interakce pozorovala pomoci FCS. V tomto
systému zaznamenala oblast fAzové separace v oblasti koncentraci za CAC, kdy dochézelo
k usazovani gelovité faze na sténach vialek. Vysledky métfeni z FCS poukazaly na fakt, ze po
ptidavku hyaluronanu do roztoku tenzidu dojde k interakci a tvorbé vétSich agregatt, které
difunduji pomaleji nez volné natazeny fetézec. Bylo také pozorovano, ze po ¢ase dochazi
k rovnomérnéjs§imu rozdéleni tenzidovych molekul podél fetézce a Castecné k navratu do
roztazené konformace.

Také F. Stiborsky pii feSeni bakalaiské prace Studium agregace v systému biopolymer-
tenzid za nizkych koncentraci tenzidu [29] pozoroval v systému Hya-CTAB jev, kdy za uréitych
nizkych koncentraci tenzidu CTAB se vytvofila gelova vrstva, kterd se usadila na sténach
vialek. Tato vrstva se vytvofila pii vSech mé&fenych koncentracich hyaluronanu a vzdy pfi stejné
koncentraci CTAB. Vrstva pravdépodobné vznika, kdyz agreguje polymer s tenzidem, ktery se
nejdiive soustied’uje elektrostaticky na polymernim fetézci a po nasyceni tenzidem dojde praveé
k separaci fazi mikrogelu od vody. S dalsim narGistem koncentrace tenzidu se za¢nou tyto faze
propojovat za vzniku micel a gelu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Kyselina hyaluronova (sodna stl)

CAS: 9004-61-9

¢islo Sarze: 230215-E1

o- N OH
‘?.Eé\iiooﬁg/’@. ' My =350 kDa  Contipro Biotech s.r.o
OH NH
OJ\ .
Cetyltrimethylamonium bromid
/ CAS: 57-09-0 ¢islo sarze: H6269-500G
N Mr = 364, 45 g'-mol™  Sigma Aldrich
Br
Septonex
N G) CAS: 10567-02-9  ¢islo Sarze: 910SEP002
WA, M= 422,48 g'mol*  GNB chem, as.
Chlorid sodny CAS: 7847-14-5  &islo sarze: 903200314
= . -1
NaCl Mr = 58,44 g-mol Penta
Sudan Orange G

OH
. Qf
N
CUrY

CAS: 2051-85-6
Mr = 214,22 g-mol'1

¢islo Sarze: S040195
Riedel-de Haén

Nilska Cerven

CH3

r
PSRN

CAS: 7385-67-3
Mr =318,37 g-mol'1

¢islo Sarze: BCBK?2559V
Sigma Aldrich

Deionizovana voda

ELGA
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4.2  Pouzité metody

4.2.1 Priprava zasobnich roztoku

Jako prvni byly pfipraveny zasobni roztoky hyaluronanu, tenzidi CTAB a Septonexu a také
roztok NaCl. Pro pfipravu zasobniho roztoku polymeru o pozadované koncentraci 200 mg-l*
bylo navazeno 200 mg hyaluronanu, ktery byl rozpustén v 1000 ml vody. Pro zasobni roztoky
tenzidi o pozadované koncentraci 1 mmoll? bylo navdzeno 0,365g CTAB a 0,423 g
Septonexu, navazky byly vzdy rozpustény v 1000 ml vody. Pro zasobni roztok NaCl
0 pozadované koncentraci 2 mol'l* bylo rozpusténo 11,680 g NaCl ve 100 ml vody. Byl
pfipraven také roztok Nilské cervené v CTAB, kdy 1 ml pivodniho roztoku Nilské ¢ervené
v acetonu o koncentraci 6,3:10° moll? byl odpafen a dolit 10 ml pfipraveného zisobniho
roztoku CTAB. Vsechny roztoky byly vzdy po piipraveni ponechany pies noc na magnetické
michacce, aby doslo k Giplné homogenizaci. Nasledné byly ze zasobnich roztoku piipravovany

gely.
4.2.2 Ovéreni koncentra¢niho rozsahu

Roztok polymeru byl vzdy smichan s tenzidem (byla pfipravena koncentra¢ni fada s CTAB
I Septonexem) podle poméra uvedenych v Tabulka 2. Tenzid byl pifed smichanim pro lepsi
viditelnost vzniklého mikrogelu obarven Sudanem I1l. Smési ve vialkach byly ponechany dva
dny na tfepacce, nez doslo k fazové separaci, kdy na sténach nadob dochazelo k usazovani
vzniklého gelu.

Tabulka 2: Tabulka uvadéjici pomer P/T pro jednotlivé vzorky [28]

P/T pomér
CTAB
mmol-dm3 hya hya hya
S5mg-dm® 30mg-dm® 50 mg-dm?

0,02 0,62 3,7 6
0,03 0,42 2,5 4
0,04 0,31 19 3
0,05 0,25 15 2,5
0,06 0,21 1,2 2
0,08 0,16 0,9 1,6
0,1 0,12 0,7 1,2
0,15 0,08 0,5 0,8
0,2 0,06 0,4 0,6
0,25 0,05 0,3 0,5
0,3 0,042 0,25 0,41
0,35 0,036 0,21 0,35
0,4 0,031 0,19 0,31
0,5 0,025 0,15 0,25
0,6 0,021 0,12 0,21
0,7 0,017 0,1 0,18
0,8 0,016 0,09 0,16
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4.2.3 Priprava mikrogeli — ,up scale‘ proces

Po vizualnim vyhodnoceni pfipravené koncentracni fady byly vybrany vzorky, kde vzniklo
nejvice gelu a tyto byly pfipraveny znovu, nejprve ve vialkach a poté nadobach s vétSim
objemem.

U takto pfipravenych gelli byly stanovovany reologické vlastnosti a vzorky byly také
analyzovany pomoci FCS, proto ¢ast vzorkl byla pfipravena s obsahem fluorescenéni sondy
Nilské cervené. Vysledna koncentrace Nilské ¢ervené ve vzorku byla 1:10® mol'l* a nasledng
v dalsi sadé vzork® byla tato koncentrace snizena na 1:102moll?, jelikoz pfi piivodnim
mnozstvi sondy v roztoku doslo k navazani veskerého jejitho mnozstvi do vzniklého mikrogelu
a signal pfi méfeni byl piili$ intenzivni.

Bylo pozorovéano také chovéani vzniklého mikrogelu v prostfedi NaCl, kdy z vybranych
vzorktl byl po vzniku mikrogelu odstranén ptivodni roztok a tento byl nahrazen roztokem NacCl,
se vzristajici koncentraci od 0,05 mol'lI"; 0,15 molI"%; 0,25 molIt az k 0,50 mol'I2.

4.2.4 Reologickda méreni

Reologické parametry mikrogelti byly méfeny na rota¢nim reometru ARG 2 firmy TA
Instruments HR-2 s méficim systémem deska-deska. Byla zvolena geometrie s ocelovou
deskou o priméru 8 mm se vzdalenosti 100 um od spodni staciondrni desky v méfici poloze.
Nastaveni parametri méfeni bylo provedeno pomoci softwaru TRIOS, data byla poté
vyhodnocena v programu MS Excel. Byly provedeny frekvenéni a tokové testy, veSkera méteni
byla provedena pii teploté 25 °C. Soucasti kazdého méfeni byl ,,conditioning step, aby doslo
k ustaleni podminek métent.

Frekvencnimi testy, kdy na gely je plisobeno stale stejnou normalovou silou a méni se pouze
doba jejiho plsobeni, byla ziskdna zdvislost viskoelastickych moduli na thlové frekvenci
oscilace a nasledné byla stanovena hodnota ztratovych uhli. Ze zavislosti viskozity geld na
smykoveé rychlosti byly ziskany tokové kiivky a dle jejich tvaru bylo posuzovano chovani
vzorkd.

Data byla vyhodnocena v programu MS Excel, kde bylo pro lepsi orientaci v grafech
na osach nastaveno logaritmické métitko. Nastaveni parametrt pfistroje pro jednotlivé testy
je uvedeno v Tabulka 3 a Tabulka 4.

Tabulka 3: Nastaveni parametrii pro frekvencni test

Frekvenéni test

teplota: 25°C

Cas relaxace: 5min
amplituda deformace: 1%

uhlova frekvence: 0,01 -20 Hz
body na dekadu: 7
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Tabulka 4: Nastaveni parametrii pro tokovy test

Tokovy test
teplota: 25°C
Cas relaxace: 5 min
smykova rychlost: 0,2-2001/s
body na dekadu: 5
doba na vzorek: 10s
tolerance: 5%
pocet bodl v ramci tolerance: 3
max. ¢as na vzorek 1 min

4.2.5 Fluorescen¢ni méreni

Fluorescen¢ni méfeni bylo provedeno na pfistroji Fluorolog firmy HORIBA, zdrojem svétla
byla xenonova vybojka s vykonem 450 W. ViInova délka pro excitaci nastavena na 508 nm
a intenzita emise byla méfena v rozmezi 550-690 nm.

Pouzitim FLIM metody (Fluorescence life-time imaging microscopy) byl sledovan ¢asovy
pokles fluorescence po excitaci. Pfi této metodé je vyuzivana pulzni povaha zdroje, kdy je
perioda excitacniho pulzu zvolena delsi, nez je Casovy pokles vyvolané fluorescence. Metodou
FLIM byla studovana distribuce modelové hydrofobni latky Nilské cervené.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této bakalatské prace je pfiprava a charakterizace mikrogell vznikajicich pfi nizkych
koncentracich hyaluronanu a CTAB, ptipadné Septonexu. V této ¢asti prace bude na zakladé
pozorovani, reologickych méteni a fluorescencnich méfeni diskutovéan vliv zptsobu piipravy
na tvorbu mikrogelu a jeho vlastnosti stanovené pomoci zminénych metod.

5.1  Vizualni vyhodnoceni

5.1.1 Koncentraéni rady

Jednim z cili prace bylo ovéfit navrzeny koncentracni rozsah a vyhodnotit, kde vznika
nejvice gelu, ktery byl nasledné piipraven ve vétsim mnozstvi, aby bylo mozno provést
pozadovana méfeni. Jako nejvhodnéjsi byl na zakladé opakované piipravy koncentracni fady,
up scale procesu (viz Obrazek 8 a Obrazek 9) a vizualniho vyhodnoceni, zvolen pomér
hya: CTAB = 0,21 v Tabulka 2 vyznaceno cervené). Pro dal$i méfeni byly pfipravovany
mikrogely s tenzidem CTAB, jelikoz pii pouZiti septonexu nebylo dosazeno dobrych vysledku,
mikrogel vznikal pouze ve velmi malém mnozstvi (viz Obrazek 8). Veskera dal$i méteni byla
provedena na vzorku pfipraveném smichanim roztoku tenzidu a hyaluronanu vzdy
V uvedeném pomeéru.

Obrazek 8: Mikrogel (zbarveny okraj na sténé vialek) pripraveny s tenzidem CTAB (nahore)
a Septonexem (dole)
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Obrdzek 9: ,Up scale ‘ procesy

5.2 Reologicka méreni

Charakteristické vlastnosti gelti byly stanoveny reologickymi métenimi, cilem téchto méteni
bylo zjistit, zda ptipravené vzorky vykazuji spiSe elastické nebo visk6zni chovani. Ke stanoveni
vlastnosti byly provedeny jak frekvencni testy, tak tokové kiivky.

5.2.1 Vyhodnoceni frekvencnich testu

Na Obrazku 10 je uveden graf zavislosti viskdézniho a elastického modulu na ménici
se thlové frekvenci. Dle namétenych vysledkd, u vSech méfeni prevySuje modul elasticky
modul viskozni, a to v celém rozsahu frekvenci. Toto chovani je typické pro viskoelasticky
material s pfevahou elastické slozky (resp. je to chovani typické pro gely). Ve méfeném rozsahu
frekvenci nedochédzi k prekiizeni (tzv. cross-over pointu), ale lze ptredpokladat, Ze pfi
frekvencich nizSich, nez je méfeny rozsah, k prekiizeni modulti dochazi. Méfeni bylo
limitovano mnozstvim pfipraven¢ho vzorku, reologické testy byly opakovany ctyfikrat,
ale reprodukovatelnost vysledku neni optimalni.

Vysledky méfeni byly porovnany s vysledky zjisténymi u klasickych makrogelt. Jelikoz se
hodnoty modulti u mikrogeld pohybuji v fadové vyrazné vyssich hodnotach, lze usuzovat,
ze mikrogel vykazuje leps$i mechanické vlastnosti (je pevnéjsi), nez klasicky makrogel.
Je ale nutné podotknout, ze V pribéhu métfeni dochazelo Kk vysychani vzorku, ¢imz jsou
pravdépodobné hodnoty naméfené ve vyssich frekvencich ovlivnény. AvSak hodnoty modult
z pocatku méfteni (pfi nizsich frekvencich), kde obsah vody v gelu je jesté vysoky, také znatelné
prevysuji klasické hydrogely a proto hypotéza o vyssi tuhosti mikrogelll mtize byt spravna.
Tuto domnénku potvrzuji i stanovené hodnoty ztratovych tihli a také tokové kiivky, které jsou
diskutovany dale. Pro porovnani je uveden priab&éh moduld v makrogelu (viz Obrazek 11).
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Obrazek 11: Zavislost viskézniho a elastického modulu na ihlové frekvenci — klasicky makrogel
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Zavislost ztratového thlu 0 na uhlové frekvenci, véetné odchylek je uvedena na Obrazku 12
a Obrazku 13. U geld obecné jsou z poc¢atku méfeni, kdy napéti pusobici na vzorky je nizsi,
hodnoty ztratovych ihla také nizké a se zvySujicim se napétim dochazi k deformaci struktur,
material zacina ,,téct™ a hodnoty ztratovych uhla se zvysuji.

Meétené mikrogely se vymykaji chovani typickému pro gely, pozorujeme zde opaény efekt.
Hodnoty ztratovych thli v celém rozsahu frekvenci neptesahuji 45° a tak lze fici, ze vzorky
vykazuji chovani viskoelastické latky s prevahou elastické slozky. Pribéh je tedy opacny,
vzorky jakoby se ,stabilizovaly” se zvySujicim se napétim. Toto je vSak pravdépodobné
zpusobeno jiz zminovanym vysychénim gelu v pribéhu méteni.
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Obrazek 12: Zavislost ztratovych vhlii na ménici se uhlové frekvenci — méreni jednotlivych vzorkii
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Obrazek 13: hodnoty ztratovych uhli se zapoctenou odchylkou
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5.2.2 Vyhodnoceni tokovych testii

Z naméfenych zavislosti viskozity na smykovych rychlostech 1ze usoudit, Ze mikrogely maji
tokové kiivky charakteristického pritbéhu pro pseudoplastickou latku. Viskozita se snizuje
s rostouci smykovou rychlosti, klesajici trend vykazuji vSechny méfené vzorky (viz Obréazek
14). Pii vysSich smykovych rychlostech fetézce geli nejsou schopny odolavat mechanickému
napéti, a tudiz dochazi k totalni deformaci struktur, coz zptsobi také pokles viskozity.
Ke zpétné obnové fetézct pravdépodobné jiz nedochdzi, jelikoz viskozita klesd témér 0 pét
radt. Vysledky jsou vSak s ohledem na zna¢né odchylky pii méfeni jednotlivych vzorka
pomérné Spatné reprodukovatelné (viz Obrazek 15).
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Obrazek 14: Zavislost viskozity na smykové rychlosti
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Obrazek 15: Zavislost viskozity na smykové rychlosti — jednotliva méreni
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5.3 Fluorescenéni méreni

Pti ptipravé vzorkl s fluorescencni sondou Nilskou €erveni doslo k zajimavému jevu, kdy

P4

se velka ¢ast pridané sondy zachytila ve vznikajicim mikrogelu (gel byl pii odebirani vzorku
k méfeni siln€ rizove zbarven, viz Obrazek 16).

Obrazek 16: Mikrogel s obsahem Nilské cervené

Fluorescenénim méfenim byla studovana distribuce modelové latky — Nilské cervené,
u které se v polarnim prostfedi o¢ekava emise okolo 600-650 nm (vInova délka emise nartista
se zvySujici se polaritou prostedi) a v prostiedi nepolarnim okolo 550 nm (viz emisni spektra
Nilské ¢ervené, Obrazek 17). U Nilské Cervené tedy ofekavame vyssi jas v méné polarnich
Castech gelu.
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Obrdzek 17: Emisni spektra Nilské cervené v rozpoustédlech o rizné polarité (cné=1o‘5M) [30]
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Jak je patrné na Obrazku 18 Nilska Cerven je ve vzorku lokalizovana v polarnich oblastech
(Obrazek 18. A), v oblastech hydrofobnich je emise mén¢ intenzivni (Obrazek 18. B). Obrazky
byly pofizeny v riznych spektralnich oblastech, bylo méfeno zaroveil na dvou detektorech.

Z vysledklt méteni vyplyva, Ze systém je spiSe homogenni, coz potvrzuji také doby zivota
fluorescence, které jsou rozlozeny rovnomérné. CTAB zistava v Systému v micelarni formé.
Micely se pravdépodobné nezvétsuji, nedochazi k jejich fuzi a latky solubilizované do micel
tak budou mit po inkorporaci v gelu stejnou pozici a stejny kontakt s okolim, jako v micelarnim
roztoku. Na tuto skute¢nost je potieba brat ohled pii piipadné solubilizaci vétsich molekul.
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Obrazek 18: A — excitace 508 m, emise 690/70; B — excitace 508 m, emise 550/49
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5.3.1

Mikrogel v prostiedi NaCl

0,05 M NacCl

0,15 M NacCl

0,25 M NaCl

0,50 M NacCl

GEEs & & 2T ai Ll

nebyly detekovany zadné
fluoreskujici molekuly,
mikrogel se rozpadl na
drobné shluky, voln¢ se
vyskytujici v roztoku

koncentrace fluoreskujicich
molekul je pod detekénim
limitem mikroskopu, ale
doslo k rozptyleni mikrogelu
zpét do roztoku

stanovena koncentrace
fluoreskujicich molekul

v roztoku: 60+14 nmol,
mikrogel byl rozptylen do
roztoku

stanovena koncentrace
fluoreskujicich molekul

v roztoku: 831+54 nmol,
doslo k rozptyleni mikrogelu
do roztoku

30



6 ZAVER

Cilem této bakalatské prace byla ptiprava gelu vznikajiciho ve vodném prostiedi, za nizkych
koncentraci hyaluronanu a kationaktivniho tenzidu, a nasledna charakterizace jeho fyzikalnich
vlastnosti. Toto méfeni bylo inspirovano zavéreCnymi pracemi T. Halasové [28]
a F. Stiborského [29], ktefi pozorovali jako jedni z prvnich ve vzorcich tvorbu mikrogelu.

Mikrogel byl pro ucely této prace cilené piipraven — nejprve byl na zaklad¢ piipravy
a vyhodnoceni koncentra¢ni fady stanoven nejvhodnéjsi pomér polymeru a tenzidu tak, aby
mikrogel vznikal Vv co nejvétsim mnozstvi a nasledné byla provedena reologicka
a fluorescencni méteni. K fazové separaci dochazelo vyznamnéji pouze pii pouziti tenzidu
CTAB, Septonex se ukazal jako méné vhodny.

Reologicky bylo zjisténo, Ze mikrogely vykazuj chovani typické pro gely (elasticky modul
prevysuje v celém rozsahu frekvenci modul viskézni) a hodnoty modull se zaroven pohybuji
ve vyrazné vysSich hodnotach neZ pti méfeni makrogelt,, mikrogel ma tedy pravdépodobné
leps$i mechanické vlastnosti (je pevnéjsi), nez klasicky makrogel. Pfi stanovovani ztratovych
uhli bylo zjisténo, Ze mikrogely se typickému chovéni gelt vymykaji, hodnoty neptesahuji 45°
a vzorky se chovaji jako viskoelastické latky s pfevahou elastické slozky. Tokové kiivky byly
vyhodnoceny jako charakteristické pro pseudoplastickou latku. Vzhledem k velmi malému
mnozstvi vznikajiciho mikrogelu mohly byt vzorky pifi reologickém méfeni Céstecné
nehomogenni, a tak jsou patrné pomérn¢ zna¢né odchylky mezi jednotlivymi prométovanymi
vzorky, jak pti méteni viskozity, tak u stanovovani ztratovych uhli. K odchylkam taky ptispiva
fakt, ze vzorky po vyjmuti z pivodniho roztoku pomérné rychle zacaly vysychat a ke konci
reologického méteni byly znatelné tuzsi konzistence.

Pti fluorescenénim méfeni se ukazalo, Ze koncentrace fadové 110 mol'l™* Nilské ¢ervené
ve vzorku byla pro analyzu piili§ vysoka a ani po snizeni koncentrace sondy na 1:10"12 molI*
v dalsi sad¢ vzorku, nebylo dosazeno optimalniho signalu. Ve vzorcich doslo k navazani
veskeré sondy do vznikajiciho gelu, kde narostla koncentrace tak vyrazné¢, Ze nebylo mozno
provést analyzu. Z obrazkl potfizenych na fluorescencnim mikroskopu je patrné, Ze vyznamné
mnozstvi Nilské Cervené je lokalizované v polarnich ¢astech mikrogelu, kde je emise vyrazné
silngj$i nez hydrofobnich doménach. Méteny systém je spiSe homogenniho charakteru, coz
potvrzuji také rovnomérné rozlozené doby zivota fluorescence. Micely v mikrogelu se
pravdépodobné nezvétsuji, a solubilizované latky tak budou mit po inkorporaci v gelu stejnou
pozici a stejny kontakt s okolim, jako v micelarnim roztoku. Na tuto skuteCnost je tieba
pomyslet pii piipadné solubilizaci objemnych molekul, napt. nékterych farmaceutik apod.

Po kontaktu vzorkt sroztokem NaCl v piipadé koncentrace 0,05 M doslo k rozpadu
mikrogelu na drobné shluky, které se volné vyskytovaly v roztoku. V piipadé koncentrace
0,15 M; 0,25 M a 0,5 M NaCl doslo k rozptyleni mikrogelu zpét do roztoku, a u koncentraci
0,25 M a 0,5 M NacCl bylo detekovano i mnozstvi fluoreskujicich molekul.

Pro dalsi praci s timto typem vzorkil 1ze doporucit spiSe jinou metodiku piipravy, naptiklad
pouziti vétSich nadob s rotujici netkanou textilii, na které by se vznikajici mikrogel zachytaval.
Pti ptipadné ptipravé mikrogelu ve vétsim méfitku by bylo vhodné zvazit opétovné pouziti
vody, které se pii ptipravé vzorka spotifebovava znaéné mnozstvi, coz je nevyhodné nejen
z ekonomického hlediska.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
8.1 Seznam zkratek

CAC
CMC
CTAB
ECM
FCS
FLIM
HOMO
HRUS
Hya
LUMO
NADH
NMR
PAL
PSS-nBVE
TTAB

kriticka agregacni koncentrace

kriticka micelarni koncentrace
cetyltrimethylamonium bromid
extracelularni matrix

fluorescencni korelacni spektroskopie
fluorescence life-time imaging microscopy
highest occupied molecular orbital

high resolution ultrasonic spectroscopy
hyaluronan

lowest unoccupied molecular orbital
nikotinamidadenindinukleotid

nuklearni magneticka rezonance
povrchovée aktivni latka

sodna sil polystyrensulfonatu-n-butylvinyletheru
tetradecyltrimethylammonium bromid

8.2  Seznam symboli

d linearni rozmér
du vzajemna rychlost pohybu smykovych rovin
dx vzdalenost smykovych rovin

D smykova rychlost
G'  elasticky modul

G"  viskozitni modul

G"  komplexni modul

M mol-I?t

M, molekulova hmotnost
) ztratovy thel
n dynamicka viskozita
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