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ABSTRAKT

Prace je zméfena na studium interakce biopolymeru hyaluronanu s kationaktivnim tenzidem
cetyltrimethylamoniumbromidem (CTAB) pomoci vybrané fluorescencni metody.
Hyaluronan je pfirodni biopolymer, ktery je silné¢ hydrofilni a ve vod¢ tvofi viskdzni roztoky.
V zivych organismech se nachazi prevazné v kloubech, kazi, oénim sklivci, hraje roli pfi
rakovinném bujeni. Jelikoz je netoxicky a biodegradabilni, vyuziva se v kosmetice a mediciné
jako hydrata¢ni cinidlo nebo nosi¢ do cilové tkan€. Price je zaméfena na intrakce
s hydrofobnim tenzidem, ve snaze prokazat nebo vyvratit vzajemné pusobeni. Vybranou
fluorescenéni metodou byla zkouméana emisni spektra pyrenu, ktery byl pouzit jako
fluorescen¢ni sonda.

ABSTRACT

The work aims to study the interaction between hyaluronic acid and the surfactant
cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB) with proper fluorescent method. Hyaluronan is the
strong hydrophilic natur polymer which product viscose solutions with water. It can be found
in the joints, skin, eyeball in the live organism. It takes places at cancer growth. It is highly
used in cosmetics and medicine because it is nontoxic and biodegradabile. It is used as a
aqueous agent or the drug delivery. The work aims to study the interaction with the
hydrophobic surfactant with attemption to show or disprove the mutual effect. The emission
spectra of pyrene were observed by fluorescence method. The pyren was used as a fluorescent
probe.

KLICOVA SLOVA

Hyaluronan, tenzidy, micely, lipozomy, cetyltrimethylamoniumbromid, pyren, fluorescen¢ni
spektrofotometrie.
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1 UVOD

Kyselina hyaluronova je zndma jiz vice nez 80 let, poprvé byla vyuzita v mediciné
v 50. letech 20. stoleti. Jedna se o vysokomolekularni latku, ktera se vyskytuje spiSe ve formé
své sodné soli. Je siln¢ hydrofilni a pfi smichani s vodou vytvaii velmi viskozni roztok.
V organismu se nachdzi v kloubnich chrupavkéach, reguluje hydrataci tkani, umoziuje
pohyblivost svali a kloubl. Je netoxicka a biodegradabilni, coZz ji predurCuje k pouziti
v mediciné nebo kosmetice. Pouziva se pifi 1écbé povrchovych zranéni, popalenin, aj.
V poslednich letech je zkouména jeji vyuzitelnost jako nosice 1éCiv. V prostiedi roztoku
tenzidu se hyaluronan chova jako polyelektrolyt a dochazi k tvorbé specifické formy roztoku
— tzv. perlovy nahrdelnik. Této skutecnosti by se dalo vyuzit pfi cilené distribuci 1éCiv
S pouzitim hydrogelt.

Tenzidy jsou amfifilni molekuly, které vytvaieji specifické utvary — micely. V polarnim
prostfedi se uhlovodikové fetézce molekul shluknou a vytvoii hydrofobni jadro chranéné
hydrofilnim obalem. Vznikne (vétSinou) kulovity ttvar s dutinou potencialn€ vyuzitelnou pro
distribuci 1é¢iv nebo jinych latek. Mezi biologicky aktivni amfifilni molekuly se fadi
napiiklad lipidy nebo bilkoviny. Pfi piisobeni vhodnymi metodami na vrstvu lipidi mize dojit
K vytvofeni umélého membranového utvaru — lipozomu. Lipozomy jsou sférické tUtvary
s membranou tvofenou lipidovou dvojvrstvou. Existuji monolameldrni i multilamelarni
lipozomy. Stejn¢ jako micely maji vyuziti v klinické praxi pti dopravovani 1é¢iv do cilové
tkang.

Pro studium chovani systému byla zvolena metoda fluorescencni spektrofotometrie.
Protoze tenzidy samy o sob¢ nejsou fluorofory, byla pouZita fluorescenéni sonda pyren. Jedna
se 0 vysoce symetrickou molekulu se systémem konjugovanych dvojnych vazeb. Jeho
fluorescence je zavisla na prostiedi, ¢ehoz se vyuziva pii studiu polarity okoli pyrenu.
Charakteristickym znakem je tvorba excimeru — excitovaného dimeru. Sleduje se hodnota
intenzity fluorescence emisniho spektra pti 470 nm. Dale se vyhodnocuje hodnota emisniho
polaritniho indexu, kdy se davaji do poméru hodnoty intenzit prvniho a tfetiho piku emisniho
spektra.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana v roce 1934 dvojici Karl Meyer a John
Palmer. Izolace byla provedena ze sklivce oka skotu a vysledkem byla silné hygroskopicka
latka. Sul této latky byla dobfe rozpustna ve vodé a tvofila velmi viskozni roztoky. Jméno
bylo odvozeno z feckého hyalos (sklo) a jedné ze dvou monosacharidovych jednotek, z nichz
je molekula tvofena — uronové kyseliny. Zpocatku byla kyselina hyaluronova ziskavana
z lidské pupecni S$iliry a z kohoutich hfebinkd. Dnes je nejCastéji vyrabéna mikrobialni
fermentaci 29[1].

Kyselina hyaluronova je piirozen¢ se vyskytujici vysokomolekuldrni linearni polysacharid
tvofeny dvéma opakujicimi se podjednotkami, kyselinou D-glukuronovou a N-
acetylglukosaminem. Vyskytuje se pifedev$im ve formé sodné nebo jiné soli, proto se uziva
spiSe nazev hyaluronan. Pfi smichani s vodou vznika gelovity roztok, vytvafenim sité
z interagujicich molekul nebo vramci jedné molekuly. Tyto struktury maji jedinecné
vlastnosti — dokazou odolat kratkodobému silovému proudu kapaliny a vykazuji elastické
vlastnosti. Pokud ptisobi dlouhodoby proud, mtze dojit k oddéleni molekul od sebe. Tim
se uvolni jejich pohyb a za¢ne se projevovat viskoelasticita. [1], [1]

Kyselina hyaluronova plni dilezité¢ funkce ve vSech zivych organismech. V lidském téle
se vyskytuje ve formé sodné soli. ZvysSuje elasticitu o¢niho sklivce, synovialni tekutiny
v kloubech ¢i reguluje hydrataci tkani. Je schopna vazat velké mnozstvi vody, ¢imz umoziuje
pohyblivost svall a kloubti. Mnozstvi hyaluronanu lze najit také v plicich, ledvinach, mozku,
svalové tkani a v kizi. Uplatiluje se pii déleni bun€k a pfi plastickych operacich. Svou roli
bohuzel hraje také pti vyvoji nadorl, metastaz a pii zanétech. Bunky rakovinného bujeni maji
zvySenou afinitu k hyaluronanu, kterym se ,,obali“ a stdvaji se tak pro imunitni systém
neviditelnymi. [1]

Diky svym vlastnostem (konzistence, biokompatibilita, netoxickd) je vyuzZitelna
V kosmetice 1 medicin€. V prvnim zminéném plni Glohu hydratacni slozky. V medicing je
vyuzivana pii 1é¢bé pohybového ustroji, v oftalmologii a pii 1é¢bé chirurgickych ran.
Ve veterinarni mediciné se pouziva pfi 1é¢bé zranéni v Gstni dutin€ a i pfi popaleninach.
V poslednich letech je hyaluronan studovan jako moZnost nosi¢e u Cilené distribuce 1écCiv.
Kvili silné hydrofilnosti vSak nemiize vazat hydrofobni léCiva pfimo. Proto se vyuziva
roztoku tenzidu, ve kterém se vyuziva tvorby micelarnich utvara (viz dale). [3]

Diky své struktute se dlouhé linie formuji do siti a vytvarfi vroztoku agregaty.
Disacharidova jednotka je energeticky stabilizovana vyhodnym sterickym usporadanim -
objemné skupiny jsou umistény v ekvatorialni roving, zatimco malé vodiky jsou v energeticky
méné vyhodné axialni roviné. Axialni vodiky tvoii nepolarni, relativné hydrofobni cast,
zatimco ekvatorialni bo¢ni fetézce tvori polarni, hydrofilni ¢ast. V roztoku tenzidu se chova
jako polyelektrolyt. [4]
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Obrazek 1. Kyselina hyaluronova, ptevzato z [4]
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2.2 Povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky (PAL), nebo téz tenzidy ¢i surfaktanty, jsou organické latky
ovliviiujici povrchové napéti kapalin. Jiz pfi velmi malych ptidavcich se koncentruji
na rozhrani a vytvari adsorpéni vrstvu. Toto charakteristické chovani tenzidi je dano jejich
zvlastni molekularni strukturou. Molekula tenzidu se skladd ze dvou vyznamnych ¢&asti,
viz Obrazek 2. Lyofilni hlava je siln¢ afinitni K rozpoustédlu a =zajistuje tak dobrou
rozpustnost. Lyofobni ¢ast naopak s rozpoustédlem témét neinteraguje a zajist'uje tak tvorbu
asociatt. Ve vétsing piipadu se setkavame s vodnym roztokem tenzidd, mluvime tak o jejich
hydrofilni a hydrofobni ¢asti. Takto sloZzenou molekulu oznacujeme jako amfifilni nebo také
amfipatickou [6].

Obrazek 2. Molekula tenzidu

Adsorbovanim na povrchu kapalin vyrazné¢ méni vlastnosti fdzového rozhrani (snizuji
povrchové napéti) a ovliviiuji procesy, které se odehravaji v téchto vrstvach. Znamé je vyuziti
tenzidd jako detergenty, kdy dojde k hydrofilizaci povrchu, vyuzivanou pti vypirani tukovych
necistot (myti, prani), nanaseni chemickych postfikii na listy rostlin a krovky hmyzu, nebo
0 hydrofobizaci, vyuZivanou pii zpracovani tkanin. Také se podileji na regulaci stability
riznych disperznich soustav — mléko je stabilizovano povrchové aktivnimi molekulami
albuminti, emulze kaucuku v mlééné stavé kaucukovnikli je stabilizovana povrchoveé
aktivnimi rostlinnymi bilkovinami. Stabilizace disperznich soustav pomoci tenzidi se vyuziva
pii polymeraci latexu, pfi pfipraveé disperzi pesticidd, herbicidd, aj. [6]

Rozpustnost tenzidi ve vod¢ klesa s narustajici délkou uhlovodikového fetézce. Podle
schopnosti disociace se pak tyto latky deli na ionogenni a neionogenni; ionogenni tenzidy
se dale d¢€li na aniontové, kationtové a amfoterni. [6], [8]



2.2.1 Anionaktivni tenzidy

Anionaktivni tenzidy jsou slouceniny, které pii disociaci ve vodé vytvareji povrchové
aktivni anionty. Vyuzivaji se jako smacedla, emulgatory, pénidla a zakladni slozka
detergentii. Mezi typické zastupce patii alkalické soli vyssich mastnych kyselin (mydla). Jde
predevs§im o sodné, draselné a amonné soli, které jsou diky skupiné COO™ rozpustné ve vode,
nerozpustny uhlovodikovy fetézec zase zapfiCinuje asociaci. Dal§imi zastupci jsou soli
aromatickych sulfonovych kyselin, soli estert kyseliny sirové, thiofosfaty, fosfaty, a dalsi.

[6], [8]
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Obrazek 3. Ukazka anionaktivniho tenzidu: Dodecylsulfat sodny

2.2.2 Kationaktivni tenzidy

Pfi disociaci téchto latek ve vod€ vznikd povrchové aktivni kation. Vyuzivaji se jako
inhibitory koroze, flota¢ni c¢inidla, baktericidni, dezinfek¢ni a fungicidni c¢inidla. Soli
pyridiniovych zasad se pouzivaji jako fixatory pii barveni textilu. Patfi sem hlavn¢ alifatické
a aromatické aminy (primarni, sekundéarni 1 tercidrni) a jejich soli, kvartérni amoniové zasady
a dalsi. [6], [8]

Obrazek 4. Ukazka kationaktivniho tenzidu: cetylpyridiniumchlorid

2.2.3 Amfoterni tenzidy

Amfoterni ¢i amfolytické tenzidy jsou slouceniny, které v molekule obsahuji jak kyselou
(vétSinou karboxylovou), tak bazickou (obvykle aminoskupina) skupinu. V zévislosti na pH
prostiedi vykazuji anionaktivni nebo kationaktivni chovani. V rozmezi pH 4 — 9 se mohou
chovat jako neionogenni tenzidy. [6], [8]

2.2.4 Neionogenni tenzidy

Neionogenni tenzidy jsou slouceniny rozpustné v kyselém 1 bazickém prostiedi. VyuZzivaji
se v textilnim primyslu, pfi téZb¢ ropy, jako slozky pracich prostedki nebo jako odpénovace.
Do této skupiny patii polyoxyethylované primarni a sekundarni alifatické alkoholy,
polyethylenglykolové estery mastnych kyselin, glyceridy, glykosidy, estery sacharosy aj.
Posledni zminény zéstupce se diky netoxicité vyuZzivd v potravindiském, farmaceutickém
a kosmetickém primyslu. [6], [8]



2.2.5 Micelarni soustavy

Povahou tenzidu (ionogenni, neionogenni) je uréena také schopnost oddélovat nepolarni
uhlovodikové jadro od vody a vytvaret micelarni soustavy. Roli hraje také interakce
s rozpoustédlem. Pti velkych zfedénich tvoii tenzidy pravé roztoky. S nartstajici koncentraci
se vSak zalinaji seskupovat do micel. Micely jsou koloidni cCastice tvofici asociaty.
V polarnim rozpoustédle se molekuly tenzidu uspotadaji tak, Ze nepolarni ¢ast (dlouhy
uhlovodikovy fetézec) vytvori hydrofobni jadro obalené hydrofilnim obalem. Cely agregat je
stabilizovan hydrofobnimi interakcemi. K seskupeni molekul dochazi pti piekroceni urcité
koncentrace, kterou nazyvame kriticka micelarni koncentrace (CMC). Jedna se o nejvyssi
moznou koncentraci, pfi které se tenzid v roztoku jesté nachazi v molekulové forms (10° —
10 mol-dm™) a je specificka pro kazdy tenzid. Tvorba micel miZe ale probihat pouze pii
teplotach vyssich nez je Kraffttiv bod. Pii nizSich teplotach je rozpustnost tenzidi mala a nizsi
nez je kritickd micelarni koncentrace. Pro mnohé kapalné neionogenni tenzidy Krafftiv bod
chybi; charakteristi¢téjsi je bod zakalu. Je to teplotni mez, kdy je zesileny zakal spojovan se
zvétSovanim rozméru micel. [6], [8]

Pii piekroceni kritické micelarni koncentrace se molekuly tenzidu zacnou V poldrnim
rozpoustédle shlukovat do kulovych micel. Roste-li koncentrace tenzidu v roztoku, zvySuje se
koncentrace kulovych micel a dochazi ke zméné tvaru. Kulové micely se méni na elipsoidni,
valcové, poté tyCinkové, paskové a destickové. V téchto miceldch uhlovodikové fetézce
zaujimaji vice a vice rovnobézné uspotradani.

Konkrétni tvar micely zavisi na tvaru molekul tenzidu, na jeho koncentraci a na teplotg.
Pro pfedpovéd’ tvaru micely se pouziva tlozny faktor:

\
Ns=m, (1)

kde V je objem hydrofobni ¢asti molekuly, A je plocha na povrchu micely, kterou zabira
hydrofilni skupina a | je délka hydrofobniho fetézce. [10]

V nizZe uvedené tabulce je uvedena zéavislost tvaru micel na hodnot¢ ulozného faktoru.

Tabulka 1. Zavislost tvaru micel na hodnoté ulozného faktoru [10]

Hodnota iloZného faktoru | Tvar micely

<0,33 Kulové micely

0,33 az 0,50 Vilcové micely

0,50 az 1,00 Vesikly

1,00 Planarni dvouvrstvé membrany
>1 Obracené micely a jiné tvary




V nepolérnich roztocich vznikaji obracené micely. Polarni skupiny (hydrofilni hlavicky) se
shlukuji dovnitf micely a uhlovodikové fetézce vytvaii ochranny obal. Tento typ micel vznika
u tenzidi nerozpustnych ve vodé.
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Obréazek 5. Ukazka tvaru micel: a) monomery tenzidu, b) "pravé micely", c) tyCinkovité micely, d)
laminarni micely, pfevzato a upraveno z [9]

Diky specifické struktuie jsou tenzidy vyuzivany jako detergenty. V piipadé¢ ,,pravych
micel dochazi k zachyceni hydrofobni necistoty dovnitf micely. Polarni ¢asti molekul
tenzidu interaguji s rozpoustédlem a zajist'uji tak rozpustnost jinak nerozpustné latky. Kromé
detergence muze dochazet k solubilizaci. Po ptidani tieti slozky do soustavy tenzid-
rozpousStédlo dochazi v zavislosti na charakteru latky k potlaceni nebo povzbuzeni tvorby
micel. Ptidavek velkého mnozstvi organickych polarnich latek (nizsi alkoholy) do vodného
roztoku tenzidu usnadiuje rozpustnost tohoto tenzidu a tim dochazi k potlaceni tvorby micel.
Po pfidani malého mnozstvi téchto latek, ptipadné nepolarnich uhlovodikli nastdva snizeni
kritické micelarni koncentrace a tedy k usnadnéni tvorby micel. Dochazi ke zmén¢ struktury
micely, tfeti slozka se stavd jeji soucésti. Diky tomu se napf. v Cist€ vod¢ nerozpustné
uhlovodiky rozpousti v micelarnich roztocich tenzidi. V tomto piipad¢é se jedna o piimou
solubilizaci (pohlceni uhlovodiku ve vodném roztoku); muze nastavat také obracena
solubilizace (pohlceni vody v uhlovodikovém prostiedi). Solubiliza¢ni d&j ma zna¢ny vyznam
pfi emulzni polymeraci nenasycenych uhlovodikli pii syntéze latexti (vodna disperze
kaucuka). [6], [10]



2.3 Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)

Kationaktivni tenzid CTAB rozpustny ve vodé se vyuziva jako antisepticky piipravek proti
bakteriim a houbam, pfi izolaci DNA z tkani s vysokym obsahem polysacharidi ¢i pro tvorbu
pufrovych roztokd. [6]

V roztoku tvofi spolu s hyaluronanem micelarni Gtvary. Tento jev probihd postupné
s navySovanim koncentrace tenzidu. Pfi velmi nizké koncentraci tenzidu se v roztoku nachazi
jen jeho samostatné molekuly - monomery. Piidavkem tenzidu se na hladiné roztoku vytvaii
monovrstva molekul tenzidu s hydrofilni ¢asti zanofenou do roztoku a hydrofobni tréici ven.
S pomalym naristem koncentrace se zacnou vytvafet tzv. ,minimicely” a pii dal$im
zkoncentrovani se vytvaii struktura ,,perlového nahrdelniku® — ,minimicely” se rozmisti
podél vlaken polymeru, ktery funguje jako polyelektrolyt. S dosazenim kritické micelarni
koncentrace se zacinaji tvofit pravé micely. Dalsi pfidavky tenzidu vedou k dal§imu vytvareni
micel v celém objemu roztoku. [6], [8], [10]

CH,
H3C\IL+,CH3

W
CH

Obrazek 6. Strukturni vzorec molekuly CTAB [10]

3

2.3.1 Lipozomy

Mezi povrchové aktivni latky se také fadi nékteré biologicky aktivni latky — lipidy,
bilkoviny, zlucové kyseliny. Molekuly téchto latek jsou rozdéleny na dvé ¢asti — hydrofobni
a hydrofilni, jedna se tedy také o amfipatické molekuly. [6]

Lipidy jsou estery glycerolu nebo sfingosinu a mastnych kyselin S uhlovodikovymi fetézci
o délce Cip — Cyg. VétSina lipidd ma dva nepolarni fetézce, polarni Cast je zastoupena
esterovou skupinou nebo esterové vazanou kyselinou fosforecnou (fosfolipidy). V organismu
jsou lipidy spole¢né s bilkovinami hlavnimi sloZkami membran. Diky pfevazujicim
nepolarnim uhlovodikovym skupindm jsou obecné Spatné rozpustné ve vod€. Na rozhrani
olejovité a vodni faze se orientuji polarnimi ¢astmi do vodné faze a nepolarnimi do olejové.
Vytvori-li se z lipida dvojvrstva, jedna se o zakladni strukturu biologickych membran. Kdyz
je ve vodném roztoku dosazeno kritické micelarni koncentrace, za¢nou se tvofit micely.
Pokud jsou do micel pfimichany zlucové kyseliny, vytvoii se smiSené micely s produkty

rrrrr

Ve vodném prostiedi je mozno z amfipatickych lipidi vytvafet umélé membranoveé
systémy — lipozomy. Jsou to kulovité vezikularni utvary, jejichz povrch je utvofen dvéma
nebo vice vrstvami lipid, a uvnitf je uzaviena cast vodného prostiedi. Lze je ziskat
napf. puisobenim ultrazvuku na suspenzi lipidu, metodou vymeény rozpoustédla, odstranénim
povrchove aktivnich latek dialyzou smiSenych micel nebo i1 tfepanim vodné faze v baiice
se sttnami  pokrytymi vrstvou lipidd. Vytvafenim lipozomli zvodného roztoku

s komplikovanym slozenim miize byt doprovazeno zachycovanim slozek roztoku do téchto
10



¢astic. Povrchove aktivni latky rozpustné ve vod¢ (anorganické elektrolyty) a difilni molekuly
povrchové aktivnich latek (bilkoviny) jsou schopny se kromé zachyceni uvnitt vezikulu také
zabudovavat do dvojvrstev. Tento proces umoziuje koncentrovani danych latek
v lipozomech. [6], [13], [14]

V zévislosti na podminkach pfipravy maji lipozomy rizné rozméry a strukturu. Zakladni
déleni lipozoml je na multilamelarni a monolamelarni, viz Obrazek 7. Multilamelarni
lipozomy maji membranu tvofenu vice dvojvrstvami lipidd a primér nc¢kolik mikrometra.
Monolamelarni lipozomy jsou tvofeny jedinou lipidovou dvojvrstvou a dale se dé¢li na
mikrovezikuly (prumér ¢astic 25 — 100 nm) a makrovezikuly (prumér ¢astic 0,2 — 2 um). [13],
[14]

Struktura lipozomii umoziiuje vyménné procesy bunék s vnéj$§im prostfedim. Diky tomu
lze o téchto Utvarech uvazovat v potencialnim klinickém vyuziti, pfedev§im v kombinaci
s tkanoveé specifickymi protilatkami jako nosice 1€kt do cilové tkané. Jedna se o cilenou
distribuci 1é¢iv, dopraveni enzyml, DNA nebo jinych molekul do cilového organu, 1écbu
nadorovych onemocnéni. Lipozomy se pouzivaji pro pienos genti do cévnich bunck a jako
nosice pro topické a transdermalni podani 1ékt a kosmetiky. [6], [13], [14]

Schopnost lipozomil v sob¢ zadrzovat zachycenou latku pfi transportu v organismu je dana
propustnosti membran pro danou latku a také schopnosti membran odolavat vliviim jinych
latek v organismu (cholové kyseliny a jeji derivaty v zazivacim traktu). [6]

o ket ” .f..,-ﬂl-
é\%\\:}‘:‘il “i“-a’{_: fg;;’
aoanetfin, o, s
o M T
=R W T’_E

a)

Obrazek 7. a) Monolamelarni lipozom, b) multilamelarni lipozom, pievzato a upraveno z [15] a [16]
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2.4 Elektronové piechody

Molekuly se za normalnich podminek bézné vyskytuji v zakladnim elektronovém stavu Ej,.
Jejich energie je rovna souctu zakladni elektronové energie, vibracni energie a rotacni
energie:

E,=E.+E,+E,, (2)

kde E. je elektronova energie, E, je vibracni energie a E; je rotacni energie. [8], [19]

N\

IS

©

[N}

o 1 B T W

o

Obrazek 8. Znazornéni elektronovych stavi

Elektronové stavy molekul mohou byt singletové a tripletové. Pfi singletovém stavu tvoti
elektrony v molekule pary sopaénym spinem. Existuje také excitovany singletovy stav,
ve kterém je jeden elektron v zékladni elektronové hladin€ a jeden v prvni excitované hlading.
Spiny téchto elektroni jsou opacné. V tripletovém stavu se jeden elektron nachézi
v zékladnim elektronovém stavu a jeden v excitované hladin€. U téchto elektronli jsou spiny
shodné. [8], [19]
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Obrazek 9. Singletové a tripletovy stav

Pohlcenim fotont z ultrafialového nebo viditelného spektra elektromagnetického zafeni
molekula prechazi do excitovaného stavu. Absorpcni ptrechody latek mohou probihat
Z riznych vibra¢nich a rotacnich stavli zikladniho elektronového stavu do vibrac¢nich
a rotacnich stavil jeho excitovaného stavu.

Absorbovana energie se musi rovnat kvantu ptijatého zareni a rovna se rozdilu energie
excitovaného stavu a zakladniho elektronového stavu:

AE:E1+EO:h-v:h-%:AEe+AEV+AEr, 3)

kde AE je absorbovana energie, E; je energie excitovaného stavu, Eq energie zakladniho
elektronového stavu, h je Planckova konstanta, rovna 6,626.1024J-s, v je frekvence zafeni,
/ je vlnova délka zafeni a ¢ je rychlost svétla, rovna 2,99.10% ms™[17].

Pravdépodobnost absorpce fotonu latkou je déna jejim molarnim absorpcnim koeficientem
¢ [M™*-cm™] definovanym pomoci Lambert-Beerova zakona:

A=c¢-1-c,
kde | [cm] je tloustka vrstvy, ¢ [M] je molarni koncentrace.

V excitovaném stavu se vSak neudrzi a zativymi 1 nezafivymi prechody se snaZzi vratit zpét
na zakladni elektronovou hladinu. [8], [19]
2.4.1 Deaktivaéni procesy

Deaktivani procesy mohou byt bud zafivé nebo nezatfivé. Pii zafivych procesech
excitovand latka emituje svételné zéfeni, pii nezafivych vyzatfuje piebytecnou energii ve
formé tepla. [8]

2.4.1.1 Nezarivé pirechody

Zakladnim nezafivym piechodem je vibracni relaxace. Po absorpci kvanta zéfeni je
elektron excitovan na jednu z vysSich vibra¢nich podhladin excitovaného stavu. Poté
nasleduje rychly pfechod na nejniz$i vibra¢ni hladinu excitovaného stavu S;. Uvolni se
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energie ve form¢ infraCerveného zafeni. Princip se uplatituje ve vSech elektronovych stavech,
tedy i pii pfechodu z vyssich vibra¢nich hladin stavu Sy na zakladni. [18]

Pokud se vibra¢ni podhladiny excitovaného stavu S; piekryvaji s vibracnimi podhladinami
zakladniho stavu Sy, dochazi k vnitini konverzi. Energeticka blizkost podhladin umoziuje
elektronu prechod bez emise zareni. Timto zplsobem se muze elektron nezafiveé vratit
Z excitovaného stavu S; do zakladniho stavu So.

Nastane-li u jednoho elektronu zména spinu, dojde k mezisystémovému piechodu.
Elektron pfejde ze singletového stavu S; do tripletového T; S nizsi energii. Pii tomto dé&ji
nedochazi k uvolnéni energie, az pozd¢ji u nasledné vibra¢ni relaxace. [18]

24.1.2 Zarivé prechody

Zativymi ptechody rozumime jakoukoliv formu luminiscence. Jako luminiscence se
popisuje schopnost latek zafit po predchozim nabuzeni. Muze jit o buzeni elektromagnetické,
poté mluvime o fotoluminiscenci, pfikladem mohou byt zatfivky. Luminiscence mlze byt
vyvolana také elektrickym proudem (elektroluminiscence), chemickou reakci
(chemiluminiscence, piikladem je bioluminiscence u hlubokomoiskych zivocicht), nebo
zvySenou teplotou (termoluminiscence). Emise zéafeni nastdva pii navratu elektronu do
zakladni elektronové hladiny z excitovaného stavu. [19].

P#i mechanickém namdahéani latky dochazi k triboluminiscenci. Pfi mechanickém
»roztrzeni® molekuly dojde k nerovnomérnému rozlozZeni elektronti a vytvofeni elektrickych
naboju. Pfi cesté zpét do rovnovahy elektrony ionizuji vzduch a Ize pozorovat modry zablesk.
Nejznaméjsim piikladem je rozdrceni kostky cukru nebo rozlepeni poStovni obalky.

V celé skale biologickych systému se vyskytuje bioluminiscence. Nejznaméj$imi zastupci
tohoto typu luminiscence jsou svétlusky, nicméné nejcastéji se vyskytuje u hlubokomoiskych
zivocichl jako reakce na prostfedi s nedostatkem svétla. Mize také slouZzit komunikac¢nim,
paficim, socidlnim nebo ochrannym ucelim. Bioluminiscence je zpusobena biochemickymi
pochody mezi luciferiny, skupinou molekul emitujici svétlo, a enzymem luciferdzou.
Plisobenim luciferazy dochazi k oxidaci luciferinu, pfebyte¢nd energie se vyzari ve formé
svétla. [19]

Dlouhotrvajici emisni proces se nazyva fosforescence. Nejvyznamnéjsi roli hraje
pritomnost tripletového stavu. V bodé€, kde se protinaji kiivky potencidlnich energii
singletového a tripletového stavu, maji tyto stavy stejnou energii. Diky mechanismu
rozparovani elektronti (z 1] do 11) dojde k mezisystémovému piechodu. V tripletnim stavu
molekula vibracni relaxaci pomalu odevzdava piebyte¢nou energii svému okoli. Nejnize vSak
muze dojit jen na nejniz§i vibracni hladinu tripletového stavu. Vyzéafeni na zdkladni
singletovy stav je spinov€ zakézano. Dochazi ale k zafivému ptechodu, kdy molekuly emituji
dlouho po ptivodni excitaci. Nejlépe se fosforescence uplatituje v pevnych latkach, protoze je
V nich mén¢ ucinny pienos energie. [19]
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Typicka emise napi. pro aromatické uhlovodiky je fluorescence. Fluoreskovat mohou jen
urcité skupiny v molekule — fluorofory. [20]. Latka se navraci z excitovaného stavu a pfi tom
emituje zafeni sdobou zivota fadové okolo ftadu desetin mikrosekund az jednotek
nanosekund. Fluorescen¢nich vlastnosti se vyuziva u fluorescenéniho méfeni ve
spektrofotometrii. Vystupem zateni je emisni spektrum, coz je zavislost intenzity fluorescence
na vlnové délce. Emisni spektrum je pro kazdou latku charakteristické a pii UV-VIS
spektrofotometrii se vyuziva pro identifikaci latek. Je charakterizovano piky pfi vyznamnych
vlnovych délkach. Srovname-li absorpéni a emisni spektrum jedné latky, lze pozorovat
rozdily v maximech obou spekter. Tento jev se nazyva Stokesiv posun. Je dan vétsi
energetickym rozdilem nutnym pro excitaci, neZ jaké mnozstvi energie je vyzafeno pii emisi.
Emisni spektrum je tak posunuto k vy$§im vinovym délkam. [8], [19]

Intenzitu fluorescence mohou snizovat vnitini filtratni efekty. Vnitini filtratni efekt
I. druhu se uplatiuje spiSe u koncentrovanéjSich roztoki. Dochazi k absorpci excita¢niho
Vnitini filtraéni efekt II. druhu vznikd reabsorpci. Fluorofory jsou tim excitovany a emise
zateni probiha do vSech sméra. [8], [20]

U fluorescence se také mulze uplatnovat excimerova emise. V tomto piipade tvoii
molekuly fluoroforu komplexy s jinymi molekulami téhoz fluoroforu. Emisni pas je vzhledem
k fluorescenci izolovanych molekul posunut k vét§im vinovym délkam. Typickym zastupcem
excimerové emise je pyren. Pfi nizSich koncentracich pfevazuje fluorescence monomeru, se
zvysujici se koncentraci v§ak dochazi k tvorbé excimeru. [19], [19]

Vsechny druhy emisi mohou byt potlaceny zhdSenim. ZhaSeni je zkraceni doby Zivota
excitovaného stavu kvuli pfitomnosti jinych ¢astic. Miizeme ho vyvolat zamérné (pfi pienosu
energie nebo fotonll), nebo muize jit o vedlejsi reakci. SniZzuje kvantovy vytézek reakce
(pomér poctu fotonid emitovanych ku poctu fotonli absorbovanych). Ke zhédseni miize
dochazet kolizni deaktivaci, pfenosem rezonan¢ni energie ¢i prenosem elektrond.
U srazkového mechanismu nastava kolize fluoroforu se zhaseCem anasledna deaktivace
excitované¢ molekuly. U statického zhaSeni vytvaii fluorofor se zhaSecem nefluoreskujici
komplex. Pti vysokych koncentracich fluoroforu mize nastat samozhaseni. [20], [19]

Elektronové ptechody, zafivé i nezafivé, se zobrazuji do Jabtonskiho diagramu,
viz Obrazek 10.
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Obrazek 10. Jabtonskiho diagram, ptevzato z [20]

2.5 Fluorescenéni sondy

Fluorescen¢ni sondy jsou vétsinou planarni molekuly se systémem konjugovanych vazeb.
Po absorpci ve viditelné ultrafialové oblasti spektra jsou schopny emitovat zafeni. Jsou velmi
citlivé na zménu okolniho prostfedi. Pfidavaji se do roztoku latek, které nejsou samy schopny
fluorescence. Jsou to vné&jsi (nevlastni) fluorofory, které se nekovalentné vazou na
zkoumanou latku. Tim jsou schopny ji detekovat. [21]

2.5.1 Pyren

Jako fluorescen¢ni sonda byl zvolen pyren. Jde o polycyklicky aromaticky uhlovodik
s vhodnymi vlastnostmi. Jeho singletovy prvni a druhy excitovany stav nejsou moc daleko od
sebe a tak dochazi k velkému piekryvu vibracnich stavu. Je velmi symetricky, diky tomu jsou
symetrické 1 excitované stavy. Fluorescence pyrenu je vysoce zavisld na prostiedi (na
zékladnim stavu molekuly). Cim je prostfedi polaritngjsi, tim je pravdépodobngjsi prechod ze
zakladniho singletového do excitovaného stavu. [21]

Maximalni absorpéni spektrum pyrenu je pfi 335 nm, proto je tato hodnota pouZivana jako
excitacni vlnova délka. Pro vyhodnoceni fluorescence pyrenu se pouzivd hodnota emisniho
polaritniho indexu (EmPI) — méftitko polarity prostfedi. Jde o pomé&r intenzit prvniho a ttetiho
piku (I+/l3 = 373/383). Typickym znakem této sondy je tvorba excimeru — excitovaného
dimeru, kdy jedna molekula pyrenu je v excitovaném stavu a druha v zakladnim. Excimer
vznika pii vySSich koncentracich sondy v daném prostiedi. Vyhodnocuje se pomér intenzit
fluorescence emisniho spektra pti 470 nm a 373 nm (pomér Ex:Mo). Hodnota intenzity
fluorescence excimeru zavisi na poctu micel v systému. Pfi zvySujici se koncentraci tenzidu
dochazi k tvorbé micel, ve kterych se mliize pyren rozpoustét. Pfi malém poctu micel obsahuje
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kazda micela vice nez jednu molekulu pyrenu a lze pozorovat nartist hodnot intenzity
fluorescence excimeru. Dal§im piidavkem tenzidu nad kritickou micelarni koncentraci se
zvySuje pocet micel a intenzita fluorescence excimeru klesa. [21]

Obrazek 11. Molekula pyrenu
2.6 Fluorescen¢ni spektroskopie

2.6.1 Fluorescenéni rezonanc¢ni prenos energie (FRET)

Fluorescencni rezonancni pfenos energie se pouziva k méfeni vzdalenosti v biologickych
systémech v rozsahu 1 — 9 nm. Proces spo¢iva v pienaseni energie mezi fluorofory (donor
a akceptor) navazanymi do uréitych mist biopolymeru nebo membrany. Prvni fluorofor
(donor) je excitovan specifickou vlnovou délkou. Namisto fluorescenéniho vyzateni je enrgie
pfenesena na druhy fluorofor (akceptor). Donory a akceptory mohou byt nékdy soucasti
systému — kofaktory, kyselé aminoskupiny) [23]. Tato metoda je Siroce pouzivana v biologii a
biotechnologii na urceni struktury, konformace a zjiSténi asociaci mezi fluorescencné
ozna¢enymi molekulami v rozmezi délek 1 — 10 nm. [23]

2.6.2 Casové rozliSena fluorescence v mikroskopii

Vzhledem k tomu, ze intenzita fluorescence je ovlivnéna mnoha faktory (pH prostiedi,
vlastnosti rozpoustédla, teplota, aj.), feSenim mize byt méfeni intenzity v Case. Hodnoty
vztazené k excitaci mohou poskytnout vice doplitujicich informaci, napt. o ¢asové zavislych
nebo nezavislych procesech. Existuje fada experimentdlnich technik, kterymi je moZno
rozliit emisi v ¢ase. Limitnim faktorem této metody je pocet fluorescenénich fotonu, které
mohou byt zobrazeny v jednom pixelu. Zobrazovani pomoci ¢asové rozlisené fluorescence se
vyuziva bimolekularnich védach, chemii nebo forenznich védach. [23]

2.6.3 Fluorescen¢ni korelaé¢ni spektroskopie (FCS)

Pomoci techniky FCS Ize méfit 1 malé zmény V roztocich latek, které se navenek projevuji
zménou difuzniho koeficientu. Zmény nastavaji u mnoha biomolekul — pfedevsim u bilkovin,
RNA, DNA, kdyZ interaguji s prostiedim, vykonavaji dilezité biologické funkce
(napt. enzymatické katalyzy) nebo reaguji na zmény prostiedi (pH, teplota). Schopnost presné
méfit difuzni koeficient je vyznamna pro fadu aplikaci, napt. sledovani konformacnich zmén
v bilkovinach pfi navazovani iont nebo pfi rozbalovani proteint. [23]
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3 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

V poslednich letech je ¢im dal vétsi zajem o studium nosiCovych systémil. Dvouvrstvé
vezikly se mohou uplatiiovat jako cilené nosice 1é¢iv. Vznikaji bud’ fragmentaci lamelarnich
domén (proces top-down) nebo agregaci z malych micel (proces bottom-up). PriCemz
agregace z micel je mén¢ Casta, protoze se jedna o nepreferovany piechod — ze stabilni micely
na dvouvrstvy vezikl [25].

Vyzkum s lipozomy nabizi nékolik moznych zptisobt vyuziti. Pfi vytvofeni lipozomu lze
do vnittku inkorporovat slouceninu, ¢imz lze vyuzit lipozom k cilené distribuci do nadori
nebo tkani. Vysledky ukézaly, ze DNA zachycend uvnitf lipozomd je méné néachylna
Kk ptisobeni nukleaz, coz lze vyuzit ke genové terapii. Také lze obménovat obsahu lipida
V membrané, coZz umozni systematicky vyzkum vlivu lipidového sloZeni na urcitou funkci
membrany. Lze také meénit zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin. Do membrany se daji
dale inkorporovat purifikované membranové proteiny, pfipadné inkorporace enzymu piimo
do vezikulu. Vyzkumy s purifikovanymi proteiny (Ca2+/ATP-asa) v nékterych ptipadech
ukazuji, Ze k rekonstrukci iontové pumpy je tieba jen jediny protein a lipid. [8]

Castym objektem zkoumani jsou micelarni agregaty v nanovelikostech. Zajem souvisi
predevsim s rozpustnosti v micelach a moznosti jejich vyuziti jako nanokontejnery a
nanoreaktory. Kinetika agregace a relaxace je fizena dvéma soutéZnimi mechanismy —
molekularnim (kdy dochédzi ke zménéné agregaéni velikosti zachycenim nebo vyvrZenim
monomeru tenzidu) a koliznim. Kolizni mechanismus uvazuje fizi dvou agregatd pii kolizi
nebo §tépni v zavislosti na vnitini nestabilité. Prvni mechanismus je dobfe znamy, k druhému
chybi kineticka analyza a porovnani s prvnim mechanismem. Bylo dokazéano, Ze fize vétSich
micel je limitovana agregaénim ¢islem a celkovou koncentraci tenzidu. Zkoumani
mechanismu bylo provadéno matematicky [26], [27].

Zmény tvaru micel do riznych tvarti a forem je Siroce vyuzivané na syntézu mekkych
nanomaterialii. Prasvitné roztoky s ty¢inkovymi micelami se samy pod vlivem toku organizuji
a vytvafeji viskoelastické gely. Tokem organizovand struktura je naplni mnoha studii 1
béznych zajmi, zejména ve snaze snizit naklady na linkovou vyrobu aktivnich nanomaterialti.
Nevyhodou je fakt, Ze zména tvaru pod vlivem toku je reverzibilni a gel se rozpada kratce
poté, co se tok zastavi. MoZznym vychodiskem jsou mikrofluidni proces s laminarnim tokem,
ktery umoznuje rychlou vyrobu tokem indukovaného permanentniho nanogelu. Zobrazovani
pomoci kryogenni transmisni elektronové mikroskopie téchto gelti ukdzalo c¢éastecné
provazanou micelarni sit’ [28].

Pti cilené distribuci 1€¢iv se uplatituje také kyselina hyaluronova. Vzhledem ke své
biodegradabilit€¢ a netoxicit¢ muize byt vpravena do organismu bez problémil. Diky své
interakci s nadorovymi buiikami, které k ni maji vyssi afinitu, je vhodnym nosi¢em 1é¢iv.
Dale mtze byt vyuzita pii hojeni ran. Jednim z medicinskych problémii je pomalé hojeni
koznich zranéni. V pribéhu hojeni se miize vlivem enzymové aktivity ménit pH, proto by
vhodnym materidlem byl biodegradabilni polymer [29], [4]. Ze stejného duvodu je
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hyaluronan vyuzivan pii 1é€beé popalenin, zanéth a zranéni v dutiné Ustni, zatim pouze ve
veterindrni medicing.

ProtoZze hyaluronan je vysoce hydrofilni molekula a (cytotoxickd) I1écCiva byvaji
hydrofobni, pouzitim tenzidi se dosahuje lepSi rozpustnosti. Vyuziva se vytvafeni micel,
které ve svém jadru mohou nést hydrofobni latku i pfes hydrofilni prostiedi [30]. Pevné;jsi
spojeni tvoii polyelektrolyty ve spojeni s tenzidem s opaénym nabojem [31]

Distribuce 1é¢iv muze probéhnout i odliSnym zplsobem, pomoci niosomu, coz jsou
zvlastni druhy lipozomu. Jejich zdkladem jsou neionogenni tenzidy. Na povrchu niosomi
byla ukotvena esterifikovand kyselina hyaluronova. Takto pfipravené niosomy vykazovaly
dobrou elasticitu, schopnost deformace tvaru a lepsi membranovou fluiditu. Diky tomu Iépe
pronikaly ktzi. Proces byl sledovan pomoci fluorescen¢ni mikroskopie [32].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroje

Pro méfeni fluorescencnich spekter byl pouzit luminiscencni spektrofotometr Aminco —
Bowman Series 2 s xenonovou (150W) a zableskovou (7W) lampou. Pro méfeni vzorka byla
pouzita kfemennd kyveta o optické draze 1 cm, pro méfeni spekter gelli byla pouzita kyveta
plastova. Teplota bylA udrzovana pomoci termostatu na 25,0+ 0,1 °C. Emisni spektrum
pyrenu bylo méfeno v rozmezi od 350 nm do 550 nm, excita¢ni vinova délka byla nastavena
na 335 nm. Krok mé&feni byl zvolen 1 nm a citlivost m&feni byla nastavena na 5 nm-s™.

Vizuélni pozorovani vzorki bylo provadéno pomoci ru¢ni UV lampy Merci v laboratoii 2002.

excitaéni
monochromator

emisnt
monochromator

Obrazek 12. Schéma luminiscen¢niho spektrofotometru Aminco
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4.2 Pouzité chemikalie

Byl pouzit tenzid CTAB, hyaluronan (sodna sul kyseliny hyaluronové), jako rozpoustédlo
byl pouzit aceton, supercista voda (MiliQ Milipore Academic) a roztok NaCl v supercisté
vodé¢. Jako fluorescencni sonda byl pouzit pyren.

Tabulka 2. Pouzité chemikalie

CTAB (cetyltrimethylammoniumbromid) | Mr = 364,45 g'mol-1
(tenzid) CAS: 57-09-0
Mr = 750 kDa
Hyaluronan (nativni) ¢ Sarse 391202
(polymer)
6,717 % vlhkosti
M, = 58,44 g-mol'1
NaCl CAS: 7647-14-5
¢. Sarze: PP/2009/06278
M, = 202,25 g-mol™
Pyren CAS: 129-00-0
(fluorescencni sonda) &, sarze: 430166/1, 42304287
Fluka Sigma Aldrich
M, = 58,08 grmol™
Aceton X CAS: 67-64-1
(rozpoustédlo)
¢. Sarze: 1308200810
Voda MiliQ Miliphore Academic, Purelab:
(rozpoustédlo) ELGA

4.3 Zasobni roztoky

Byl pfipraven zasobni roztok NaCl, ktery dale slouzil jako rozpoustédlo pro piipravu
zasobniho roztoku tenzidu. Pevny NaCl byl rozpustén v Mili-Q vod¢ v takové navazce, aby
vysledna koncentrace byla fyziologicka (0,15 M).
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Zasobni roztok CTAB byl piipraven s koncentraci 200 mM. Pro lepsi rozpusténi tenzidu
byl roztok ponechan na magnetické michacce.

Zasobni roztok hyaluronanu byl pfipraven s 2% koncentraci. Jako rozpoustédlo byla
pouzita Mili-Q voda.

4.4 Fluorescen¢ni méreni

Vzhledem k tomu, Ze roztoky tenzidi samy o sob& nefluoreskuji, bylo tieba k méfenym
roztoktim pridat fluorescencni sondu. Ve vialkadch byl pfipraven acetonovy odparek pyrenu
v takovém mnoZstvi, aby vysledna koncentrace sondy byla 10° M. Sonda byla poté zalita
10 ml zasobniho roztoku CTAB a vzorek byl ponechan na magnetické michacce. Timto
zpusobem bylo pfipraveno 11 vzorka.

Dalsich pét vzorkt bylo piipraveno smichanim 10 ml roztoku CTAB a pfimym pfisypanim
potiebného mnozstvi pevného pyrenu. Vzorky byly pribézné promichavany a byla sledovana
jejich fluorescence. Pozorovani fluorescence bylo provadéno pouze vizualné pomoci rucni
UV lampy.

Ze sedmnacti vzorki CTAB s pyrenem bylo vybrdno pét a smichano se zasobnim
roztokem CTAB v pomérech 1:1, 1.5, 1:10, 1:50 a 1:100. U téchto roztokd byla opét
pozorovana fluorescence. Vizualni pozorovani bylo provadéno stejnym zplsobem jako u
neziedénych roztokt (viz Obrazek 13), spektrofotometrické méfeni bylo provedeno na
spektrofotometru Aminco.

Z té&chto péti vzorku byly vytvofeny gely smichanim s 2% roztokem hyaluronanu. U gela
byla vizualn¢ prozkoumana fluorescence a poté byly zméfeny na spektrofotometru. U
kazdého vzorku byly zaznamenavany hodnoty intenzity fluorescence u prvniho (I3 = 373 nm)
a tretiho piku (I3 = 383 nm) a hodnota fluorescence excimeru (Ig = 470 nm).
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Obrazek 13. Vizualni pozorovani, ukazka zasobniho roztoku CTAB s pyrenovym excimerem

5 VYSLEDKY A DISKUZE

U vSech vzorkl byla pribézné vizudlné pozorovana fluorescence a métena emisni spektra.
Fluorescen¢ni sondy jsou hydrofobni latky a tedy jen velmi omezené rozpustné ve vodeé,
intenzita fluorescence je tedy slaba. Dojde-li vSak k solubulizaci pyrenu v hydrofobnim
prostiedi, intenzita fluorescence vzroste. Predpokladem tedy bylo, ze pfi interakci
hyaluronanu a hydrofobniho tenzidu dojde k zvySeni intenzity.

Ukazatel polarity prostiedi je pomér prvniho a tietiho piku. Bude-li polarita vzristat, bude
se zvySovat intenzita prvniho piku, intenzita tfetiho piku vSak zlstane nezménéna. Dojde tedy
ke zvySeni hodnoty emisniho polaritniho indexu.

Vsechny hodnoty byly ziskany jako primér vypocitanych hodnot ze tii méfeni.

U vzorku s nejvétsim ziedénim dochazi postupné k nartistu hodnoty emisniho polaritniho
indexu. ZvySuje se polarita micelarniho jadra, tim padem by mélo se zvySenou
pravdépodobnosti dochdzet i k tvorbé excimeru. Hodnota intenzit Ex:Mo vSak v ¢ase kolisa.
Zda se, jako by se vznikly excimer rozpadl a ¢asem se opét vytvofil, ale prozkoumanim
intenzit fluorescence excimeru dojdeme k zavéru, ze tomu tak neni. Pokles na velmi nizkou
hodnotu signalizuje, Ze se v systému vytvofil velky pocet micel, ve kterych se pyren miize
solubilizovat.
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Tabulka 3. Hodnoty EmPi a Ex:Mo, vzorek s fedénim 1:100

1:100 prvni méfeni druhé méfeni tieti méfeni
EmPI 1,1195 1,304 7 1,3279
Ex:Mo 0, 0384 0,022 7 0,0 679

Tabulka 4. Porovnani intenzity fluorescence vyznamnych pika u vzorku s fedénim 1:100

1:100 prvni méfeni druhé méfeni treti méteni
1. pik (373 nm) 14 860,5 9 589,68 1,200 3
3. pik (383 nm) 13 273,7 8 213,075 0,936 6
Excimer (470 nm) 569,911 272,149 4 0,083 9

Vzorek s fedénim 1:50 vykazoval nasledujici hodnoty. Emisni polaritni index nejdiive
nariistd, navzdory tomu, Ze klesa intenzita fluorescence excimeru i monomeru. Poté se opét

zvysi na podobnou hodnotu jako pfi prvnim méfeni. Hodnota excimeru nejdiive poklesne a

poté vzroste téméf na dvojnasobek pivodni hodnoty. To by ukazovalo na vytvofeni excimerd,
ale intenzita excimeru v ¢ase poklesla na nizkou hodnotu. Je v8ak vyssi nez v pfipadé vzorku

s fedénim 1:100.

Tabulka 5. Hodnoty EmPi a Ex:Mo, vzorek s fedénim 1:50

1:50 prvni méfeni druhé méteni treti méteni
EmPI 1,131 7 1,353 7 1,118 2
Ex:Mo 0,0319 0,025 2 0,059 4

Tabulka 6. Porovnani intenzity fluorescence vyznamnych pika u vzorku s fedénim 1:50

1:50 prvni méfeni druhé méteni treti méfeni
1. pik (373 nm) 17 595,1 4 287,5 2,820 6
3. pik (383 nm) 15 548,25 3 192,665 2,601 2
Excimer (470 nm) 560,616 5 108,124 0,157 2
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Hodnoty vzorku s fedénim 1:10. Hodnoty Ex:Mo maji podobny trend jako u vzorku
s fedénim 1:50. Hodnota emisniho polaritniho indexu nartsta, to vede k zavéru, ze se zvySuje
polarita micelarniho jadra. M¢lo by tedy dochazet k tvorbé excimerd, z hodnot intenzit
fluorescence vSak lze usuzovat, Ze exCimery se spiSe rozpadaji a pyren je solubilizovan

v miceladch. Konec¢na intenzita excimeru je velmi podobna jako u vzorku s fedénim 1:100.

Tabulka 7. Hodnoty EmPi a Ex:Mo, vzorek s fedénim 1:10

1:10 prvni méfeni druhé méteni tieti méfeni
EmPI 1,128 9 11731 1,182 8
Ex:Mo 0,042 7 0,036 5 0,0519

Tabulka 8. Porovnani intenzity fluorescence vyznamnych pikd u vzorku s fedénim 1:10

1:10 prvni méieni druhé méteni treti méfeni
1. pik (373 nm) 14 221,35 3 124,475 1,092 2
3. pik (383 nm) 12 597,25 2 663,42 0,904 7
Excimer (470 nm) 608,126 114,102 5 0,072 6

U vzorku siedénim 1:5 byly ziskany nasledujici hodnoty. Emisni polaritni index po
prvnim méteni vzrostl skoro na dvojnasobnou hodnotu, to by ukazovalo na tvorbu excimert.
Pomér Ex:Mo vSak po prvnim méfeni klesd, stejné jako intenzita fluorescence excimeru.

Stejné jako v pfedchozim piipadé to ukazuje na solubilizaci pyrenu ve vznikajicich micelach.

Tabulka 9. Hodnoty EmPi a Ex:Mo, vzorek s fedénim 1:5

1:5 prvni méfeni druhé méteni treti métfeni
EmPI 0,590 3 1,255 1,118 7
Ex:Mo 0,0811 0,056 5 0,075 3

Tabulka 10. Porovnani intenzity fluorescence vyznamnych pikti u vzorku s fedénim 1:5

1:5 prvni méfenti druhé méteni treti méteni
1. pik (373 nm) 3 864,39 2 759,869 1,653 4
3. pik (383 nm) 3 800,15 2 307,492 1,478 0
Excimer (470 nm) 314,229 5 102,715 9 0,124 5
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Roztok siedénim 1:1. Hodnoty z prvniho méfeni se bohuzel vinou technické chyby
ztratily. Hodnota emisniho polaritniho indexu lehce vzrostla, to by opét ukazovalo na zvyseni
polarity micelarniho jadra a pfipadnou tvorbu excimerl. Intenzita fluorescence pii 470 nm
vsak prudce klesa, se stejné rychlym spadem jako u vSech ostatnich vzorkl. Navzdory tomu je
tato hodnota intenzity excimeru nejvyssi ze vSech métenych vzorka. Hodnota Ex:Mo lehce
poklesla, stejné jako v ptedchozich ptipadech nejspis dochazi k solubilizaci.

Tabulka 11. Hodnoty EmPi a Ex:Mo, vzorek s fedénim 1:1

11 prvni méfeni druhé méfeni treti méteni
EmPI - 1,090 2 1,105 7
Ex:Mo - 0,084 6 0,079 9

Tabulka 12. Porovnani intenzity fluorescence vyznamnych piki u vzorku s fedénim 1:5

1:1 prvni méieni druhé méteni treti méfeni
1. pik (373 nm) - 1271,78 5,991 7
3. pik (383 nm) - 1166,5 5,419 6
Excimer (470 nm) - 107,654 0,478 7

Byla proméfena i emisni spektra vytvofenych gel a vypoc€itany hodnoty emisniho
polaritniho indexu a poméru Ex:Mo. BohuZel se ukazalo, Ze nebyla zvolena optimalni metoda

a hodnoty jsou tudiZ zna¢né¢ zkreslené a zatiZzené chybou.

Tabulka 13. Hodnoty EmPI a Ex:Mo u pfipravenych gelt

gely EmPI Ex:Mo

Gel & 1 (fedéni 1:1) 1,703 4 1,073 7

Gel €. 2 (fedéni 1:5) 0,729 2 1,142 8

Gel ¢. 3 (fedéni 1:10) 0,797 2 1,340 8
Gel &. 4 (fedéni 1:50) 1,6255 1,173 9
Gel ¢. 5 (fedéni 1:100) 1,280 6 0,934 3
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Tabulka 14. Hodnoty intenzit u vyznamnych pikti u pfipravenych geld

gely 1. pik (373 nm) 3. pik (383 nm) excimer (470 nm)
Gel ¢. 1 (fedéni 1:1) 0,0159 0,007 0 0,016 5
Gel ¢. 2 (fedéni 1:5) 0,0107 0,014 6 0,012 2
Gel €. 3 (fedéni 1:10) 0,01129 0,0116 0,016 5
Gel €. 4 (fedéni 1:50) 0,017 7 0,007 0 0,015 3
Gel €. 5 (fedéni 1:100) 0,0171 0,011 3 0,012 5
6 ZAVER

Byla prozkoumadna interakce mezi tenzidem CTAB a nativnim hyaluronanem ve vodném
roztoku. Zkoumani bylo provedeno pomoci fluorescen¢ni spektrofotometrie.

Pti prvnim kroku, kdy byl zasobni roztok nasycen fluorescen¢ni sondou, byly pouzity dva
zpusoby smichéani. Podle vizualniho pozorovani nema na dobu potifebnou k nasyceni a na
vysledné nasyceni samotné vliv, zda byla sonda ptfedrozpusténa v acetonu ¢i zda byla ptidana
do vzorku piimo v pevné form¢.

Byla proméfena emisni spektra pyrenu v pfipravenych roztocich. Ty byly pfipraveny ze
zasobniho roztoku CTAB nasycené¢ho pyrenem a doplnéném plivodnim zasobnim roztokem
CTAB v pomérech 1:100, 1:50, 1:10, 1:5 a 1:1. Pozornost byla zaméfena na hodnoty intenzity
fluorescence u prvniho (373 nm) a tfetiho (383 nm) piku a na hodnotu pifu 470 nm. Z téchto
hodnot intenzit byly vypocitany hodnoty emisniho polaritniho indexu (EmPI), ktery slouzi
jako ukazatel polarity prostfedi v okoli sondy (pyrenu), a hodnota Ex:Mo (pomér excimeru a
monomeru = pomg¢r intenzit pii 470 nm a 373 nm). Tyto hodnoty byly vyhodnoceny spole¢né
S primérnymi hodnotami intenzit u danych vinovych délek.

Hodnota Ex:Mo vykazuje u vSech vzorkl stejné chovani — z pocatecni hodnoty klesne a
poté opét vzroste. U vzorkl s fedénim 1:100 a 1:50 vzrostl zhruba na dvojnasobek plivodni
hodnoty, u vzorktl s fedénim 1:10 a 1:5 vzrostl na ptiblizn€ Stejnou hodnotu jako na pocatku.
K nartstu hodnoty Ex:Mo dochazi pti zvySeni intenzity fluorescence excimerd. Dalo by se
z téchto hodnot usuzovat, ze se nejdiive vytvori agregaty a poté dojde k tvorbé excimera.
Tuto domnénku by potvrzovaly i hodnoty emisnich polaritnich indext, které pii druhém
méfeni nartstaji. To by mohlo byt zplisobeno zvySenim polarity micelarniho jadra, pti které
pak s vyssi pravdépodobnosti dochazi k tvorbé excimert. Vzhledem k naméfenym hodnotam
intenzit fluorescence u 470 nm vsak k tomuto jevu spiSe nedochazi. U vSech vzorkd dochazi
k vyraznému snizeni intenzity fluorescence.
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V zadném vzorku nedochazi ke zvySovani intenzity fluorescence, takze k interakci mezi
hyaluronanem a tenzidem nejspiS nedochazi. S nejvétsi pravdépodobnosti Se V systému
vytvoii vétsi mnozstvi micel, ve kterych se pyren solubilizuje a tim dochazi k vyraznym
poklestim intenzity fluorescence.

U zpracovani namétenych spekter gelt se ukazalo, ze nebyla zvolena vhodna metoda. Do
budoucna piipadné by bylo vhodnéjsi tento typ systémli meéfit jinym typem metody,
napf. pfistrojem s vldknovym ndastavcem, ktery v dobé naseho méfeni bohuzel nebyl
dostupny.
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