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ABSTRAKT

Pomoci riznych fluorescencnich sond byly zkoumany vlastnosti hyaluronanu, nebot’ je
slibnym nosi¢em aktivnich substanci v mediciné a kosmetice. Zvolenymi sondami byly:
kationaktivni akridinova oranz, Nilskd modi A, methylenova modf, amfifilni 4-Di-2-ASP a
anionaktivni fluorescein. Kromé fluorescencnich a absorp¢nich spekter sond byly sledovany
elektrostatické a hydrofobni interakce.

Sondy v rizné polarnich prostfedich (MeOH, EtOH, DMSO) vykazovaly bathochromni
posun emisniho maxima a zhaseni fluorescen¢niho zareni s rostouci polaritou roztok.

Ve vodnych roztocich chlorid byl zkoumén vliv iontové sily na fluorescencni vlastnosti
sondy akridinova oranz a 4-Di-2-ASP. V piipadé¢ AO se s rostouci iontovou silou vice branilo
tvorbé dimertt AO. CaCl, nejvice zvysil iontovou silu, nejvice branil repulzi karboxylovych
skupin a tedy expanzi klubka hyaluronanu do roztoku. Naopak emise sondy 4-Di-2-ASP se
nejvice zhasela s ptidavkem CacCl,.

Pti sledovani vlivu ptidavku hyaluronanu na absorp¢ni a emisni vlastnosti AO zptsobily
prvni ptidavky (COO™ skupin) tvorbu dimeri AO, nasledovala depolymerizace dimert a
narist intenzity emise. Repolymerizace zpisobila pokles a poté doslo k opétovnému nardstu.
V ptipadé 4-Di-2-ASP se charakter fluorescence (intenzita emise, poloha maxima) zpocatku
neménil, ale od koncentrace 1 g-dm™ dolo k narstu intenzity emise.

Sondy methylenovd modi a fluorescein byly pouZzity pro spektroskopické studium
interakce mezi methylenova modi-fluoresceinovym komplexem a aniontovym a kationtovym
tenzidem. Absorbance samotné methylenové modfi a fluoresceinu se ménily jen s ptidavkem
tendzidl s opaénym nabojem. Absorbance smési MB-F se ménila s ptidavkem tenzidu CTAC,
pridavek SDS do smési zptsobil jen zménu absorpcniho spektra MB.

KLICOVA SLOVA

hyaluronan sodny, fluorescen¢ni sondy, asociativni vlastnosti, iontova sila, polarita

ABSTRACT

The properties of the hyaluronan were investigated by using different fluorescence probes,
because hyaluronan is a hopeful carrier of an active matter in medicine and cosmetics.
Selected fluorescence probes were cationic acridine orange, Nile Blue A, methylene blue,
amphiphilic 4-Di-2-ASP and anionic fluorescein. Except from fluorescence and absorption
spectra of the probes were observed electrostatic and hydrophobic interactions as well.

The probes in solvents with different polarity (MeOH, EtOH, DMSO) showed the
bathochromic shift in the emission maximum and quenching of the fluorescence with the
increasing polarity of the solvents.

The influence of the ionic strength on fluorescence properties of the probe acridine orange
and 4-Di-2-ASP was investigated in aqueous solutions of chlorides. The formation of acridine
orange dimer is inhibited with increasing ionic strength. CaCl, increased the ionic strength the
most, then prevented repulsion of carboxylate groups, so it means the expansion of
hyaluronan cluster into the solution. However, the emission of the probe 4-Di-2-ASP was
quenched with the addition of CaCl, the most.

The first additions of COO™ groups cause the formation of dimers of AO shown as
decreasing in extinction coefficient and fluorescence intensity. Next addition of the
hyaluronan caused a depolymerization of formed dimers and the increase of the emission
intensity. The repolymerization caused the decrease and then again the increase. In case of



4-Di-2-ASP was the pattern of the fluorescence (the intensity and the position of the
emission) firstly the same, but at the concentration of 1g-dm™ the emission intensity
increased.

The probes MB and F were used for spectroscopic studies of the interaction between
methylene blue-fluorescein complex and anionic and cationic surfactants. The absorbance of
separate MB and F changed only with the addition of surfactants with the opposite electric
charge. Absorbance of the mixture MB-F changed with the addition of the CTAC surfactant,
while the addition of SDS into the mixture caused only the change of MB absorption spectra.

KEYWORDS

sodium hyaluronate, fluorescence probes, associative properties, ionic strength, polarity
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1 UVOD

V ¢em je kyselina hyaluronova zajimava? Je pfirozenou soucasti lidského téla. Zajistuje
dokonalou hydrataci lidské pokozky, je obsazena v naSem oku, je soucasti vaziva. Diky ni se
naSe klouby mohou hladce pohybovat. Pravé proto, Ze se tato latka v naSem téle pfirozené
vyskytuje a je pro spoustu jeho funkci nezbytnd, nachazi kyselina hyaluronovd mnohostranné
uplatnéni ve farmaceutickém pramyslu.

Zvysené mnozstvi kyseliny hyaluronové obsahuje lidské embryo. V embryondlni vyvojové
fazi narista plodu jakysi ocasek, ktery pozdéjSim vyvojem zase mizi. Nikdy vSak za sebou
nezanechd jizvy nebo jiné defekty. Na zdklad¢ tohoto poznatku se ptredpoklada, ze praveé
kyselina hyaluronova zajist'uje optimalni organizaci pojivové tkdn¢ v misté sriistu, jednoduse
feceno hojeni.

Dilezitou vlastnosti kyseliny je jeji vysoka afinita k vod¢, proto méa dokonalé hydratacni
ucinky. Diky jedineénym hydrata¢nim a elastickym vlastnostem nachazi fadu uplatnéni v o¢ni
chirurgii, pfi 1écbé kloubii a n€kterych druht rakoviny i v kosmetice.

Hleda se moznost uplatnéni v oblastech tkanového inzenyrstvi, hojeni ran, genové terapii
a cilené distribuci 1€k, diky niz je mozné davat pacientim niz$i davky 1é¢iv, které tak maji
stejny €1 vyssi ucinek, nez pfi systétmovém podévani. Idedlnim nosi¢em 1€k se v mnoha
ohledech jevi prave kyselina hyaluronova.

Nosic¢e [éCiv jsou v soucasnosti stidle vice studovany v kontextu vyvoje novych
terapeutickych systémi pro 1écbu mnoha typi onemocnéni. Tyto nosice by mély piredevs§im
umoznit prodlouzenou cirkulaci u¢innych latek v krevnim fecisti, fizenou aktivaci a u¢inek
selektivné zamétfeny na cilovou tkan, soubor bunck (napf. nador), jednotlivou bunku
nebo dokonce 1 jen bunécné kompartmenty. Tim Ize omezit nezadouci ucinky terapie, zajistit
rozpustnost ve vodé nerozpustnych aktivnich slouenin, potlacit rezistenci cilové tkané
k 1é¢ivu aj.

Nejjednodussi zplisob cileni G€inku 1éCiva je lokalni aplikaci, kdy je G€inna latka navazana
na polymerni nosi¢ aplikovana pifimo na misto ur¢eni. Polymerni nosi¢ zajisti setrvani 1éCiva
na mist¢ aplikace a jeho fizené uvolilovani. Tento postup lze vSak pouzit jen u lokalizovanych
nadord, kde ma jisté vyhody, zejména urcitou spolehlivost. Naopak nevyhodou je, Ze nelze
zabranit uniku cytotoxického 1é¢iva z nddoru do zdravé tkan€ a ze tento zpiisob mnohdy nelze
uzit z divodti anatomického umisténi nadoru a obecné u metastaz, kterych mize byt po téle
mnoho.

Diplomova prace méla byt zaméfend na experimenty s koloidy na bazi hyaluronanu,
zejména alkylovaného, zahrnujicich 1 studium vlivu zplGsobu substituce. Méfeni bylo
provadéno jen s nativnim hyaluronanem, nebot’ modifikovany nebyl v dostatecném mnozstvi
k dispozici.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Hyaluronan
2.1.1 Struktura hyaluronanu

V roce 1934 Karl Meyer a jeho asistent John Palmer popsali postup izolovani nového
glykosaminoglykanu ze sklivce hovézich o¢i. Tato substance obsahovala uronovou kyselinu
a aminosacharid, ale neobsahovala sulfoestery. Nazev ,kyselina hyaluronovd® pochazi
z hyaloid (sklivec) a uronic acid (kyselina uronova). Dnes je tato makromolekula nejcastéji
oznacovana jako ,hyaluronan®, nebot v zivém organismu existuje jako polyanion a ne
jako protonovana kyseld forma. Dalsi pouzivané ndzvy jsou sodna stl kyseliny hyaluronové
nebo hyaluronat sodny [1].

2.1.1.1 Chemicka struktura

Hyaluronan (Obr. 1), poly(B-D-glukuronat-[1,3]-B-N-acetyl-D-glukosamin-[1,4], je
polymer slozeny ze dvou stidle se opakujicich sacharidovych jednotek D-glukuronové
kyseliny a D-N-acetylglukosaminu, které jsou spojovany pies opakujici se B-1,4 a B-1,3
glykosidickou vazbu.

Disacharidova jednotka

CH,0H /COOH

B1-3 GHOH COOH
\O (@] o) o o o
O OH o OH O\
o B 1-4 o B 1-4
| H o OH H OH
¢z é;o
AN
AN
- \ XS j
D-glukuronova kyselina D-N-acetylglukosamin

Obr. 1 Chemicka struktura hyaluronanu, ktery je tvoren opakujici se disacharidovou
Jjednotkou

Energeticky je hyaluronan castecné stabilni kvali stereochemii jeho disacharidovych
komponent. Objemné skupiny (karboxyly, hydroxyly) na kazdé molekule sacharidu jsou
ve stéricky vyhodnych ekvatoridlnich pozicich, zatimco vSechny malé vodikové atomy
zaujimaji mén¢ pfiznivé axialni pozice (Obr. 2) [2].

S

Lo Go:

o
\O
HO

OH

obr. 2 ® _ axidini vodikové atomy, které prispivaji hydrofobnimu povrchu



2.1.1.2  Polymerni struktura

Enzymy hyaluronan syntdzy produkuji velké linearni polymery hyaluronanu stfidavym
ptidavkem glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminu do rostouciho fetézce pouzitim
jejich  aktivovanych  nukleotidovych sacharida (UDP-kyselina  glukuronova
a UDP-N-acetylglukosamin) jako substrati. V dokonc¢ené molekule hyaluronanu mize pocet
opakovanych disacharidii n (10 000 nebo vice) dosahnout molekulové hmotnosti 4 milioni
daltonii (kazdy disacharid ma 400 dalton). Primérna délka disacharidu je ~ 1 nm.

2.1.1.3  Struktura v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je molekula hyaluronanu vyztuzena vnitinimi vodikovymi
vazbami a interakcemi s rozpoustédlem. Axidlni vodikové atomy tvoii nepolarni, relativné
hydrofobni povrch, zatimco ekvatoridlni postranni fetézce tvoii vice polarni, hydrofilni
povrch, tim se vytvari klikatd ,,stuzkovita™ struktura (Obr. 3). Proto molekula hyaluronanu
zaujima ve fyziologickych roztocich roztazenou, nepravidelné sto¢enou strukturu, ktera zabira
velmi velkou doménu. To znamend, Zze domény jednotlivych molekul by se navzajem
piekryvaly v koncentracich hyaluronanu 1 mg-ml™" nebo vyssich [1].

Obr. 3 Model stuzky hyaluronanu v 3-dimenzionalni doméné. Svétle modra krychle
predstavuje doménu molekuly v roztoku. Stridajici se modré a cervené oblasti zndzornuji
stuzkovou strukturu s modrymi (hydrofilnimi) a cervenymi (hydrofobnimi) castmi [1]

Doménova struktura hyaluronanu ma zajimavé a dilezité disledky. Malé molekuly, jako je
voda, elektrolyty a ziviny, mohou voln¢ pronikat ptfes rozpoustédlo uvniti domény. Ale velké
molekuly, jako proteiny, budou ¢astecné vylouceny z domény kvili jejich hydrodynamickym
velikostem v roztoku. Sit” hyaluronanu v doméné poskytuje ¢im dal tim méné prostoru pro
dalsi molekuly, které jsou vétsi. To vede k pomalejSimu pronikédni makromolekul ptes sit’
a kjejich niz8i koncentraci v siti ve srovndni s okolnimi volnymi c¢astmi hyaluronanu.
Zajimavé je, ze fetézce hyaluronanu se v roztoku stale pohybuji a efektivni diry (praduchy)
v siti spojit¢ méni velikost. Statisticky mizou existovat vSechny velikosti pruduchd, ale
s ruznymi pravdépodobnostmi. To znamend, ze vSechny molekuly miizou projit pies sit’
hyaluronanu, ale sriznymi stupni zpozdéni v zavislosti na jejich hydrodynamickych
objemech [1].

2.1.1.4 Sekundarni a terciarni struktura

Po desetileti podporovaly klasické metody chemie polymert ideu, ze fetézce hyaluronanu
byly v roztoku ndhodné stocené. Avsak molekula hyaluronanu mize zaujmout urcité tvary.
Obsahuje dva druhy spojeni. Prvni typ — sacharidové kruhy jsou relativné neménné ve svych
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tvarech. Mezi témito neohebnymi jednotkami jsou glykosidova spojeni, které tvoti jednotlivé
kyslikové atomy spojujici jeden sacharid k dal§imu. Tyto kyslikové atomy ptispivaji dvéma
vazbam, které jsou nasmérované jako ramena pismene V. Substituenty pfipojené na koncich
téchto ramen mohou rotovat az o 360°.

Chemické experimenty ukézaly, ze Casti hyaluronanové struktury (glykol skupina
v glukuronatovém zbytku) byly odolné proti oxidaci jodistanem, ackoli identické struktury
v podobnych polymerech a prostfedich byly snadno napadené. Vysledky naznacily, Ze
v hyaluronanu byla pfitomna rozsahla vodikova vazba (Obr. 4). Byla potvrzena ptitomnost
této struktury v roztoku, ve které je kazda disacharidova jednotka sto¢ena o 180° ve srovnani
s pfedchazejici a nasledujici jednotkou v fetézci (sekundarni struktura). V tercidlni struktute
ma hyaluronan antiparalelni uspotadani fetézcii (tvar dvojité spirdly, ne dvojSroubovice),
doslo k otoc¢eni jednotek o 360°. Stabilizaci opét zajisStuji vodikové vazby [3].

— — I 1

O\C

Obr. 4 Tetrasacharid z retezce hyaluronanu, sklada se ze dvou opakujicich se jednotek
disacharidu. Obrazek ukazuje uprednostiiované uspordadani ve vodé. G = glukuronat,
N = N-acetylglukosamin. Teckované cary ukazuji vodikové vazby, které jsou potencidlné
pritomné v kazdém tetrasacharidu hyaluronanu. V bezvodém rozpoustédle dimethyl sulfoxidu
je vodny mustek mezi N, acetamidem a G| karboxylatem (b) nahrazen primou vodikovou
vazbou (a). G;, N; disacharid je otocen o 180° okolo osy rFetézce ve srovnani s disacharidem
G1, N,. Retézec tvori dvojita spirdla. Sipky ukazuji glykol skupiny, které jsou odolné proti
oxidaci jodistanem (3]

2.1.2 Vyskyt a vlastnosti

Hyaluronan je pfitomen ve vsech obratlovcich, v nékterych druzich Streptokoku, je
zakladni sloZkou extracelularni matrix. Nachdzi se ve sklivei lidského oka, v synovidlni
kloubni kapaliné¢ nebo v matrix produkované nahromadénymi buiikami kolem oocytu pred
ovulaci. Tvofi podstatnou slozku pojivové tkané a stén kapilar, zpeviiuje bunééné struktury
a udrzuje je vrosolovitém stavu, ¢imz brani pronikdni cizorodych a patogennich latek
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do organismu. Ma unikatni hygroskopické, reologické a viskoelastické vlastnosti. Vytvari
velmi viskézni gely, dokaze pohltit az stondsobné mnozstvi kapaliny.

Nejvétsi mnozstvi hyaluronanu (asi 50 % celkového mnozstvi v téle) se nachazi v kozni
tkani. Dulezitou vlastnosti kyseliny je jeji vysokd afinita k vodé€, proto ma dokonalé
hydratacni ucinky.

Hyaluronan interaguje s receptory na bunkach. Mezi nejznamé;jsi patii CD44 a RHAMM.

2.1.3 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamicky. Nékteré buiky, jako jsou chondrocyty
v chrupavkach, aktivné syntetizuji a katabolizuji hyaluronan béhem zivota tkané. Syntéza je
obvykle vyvazena katabolismem, tim je udrzena konstantni koncentrace v tkani. Studia
ukazala, ze polocCas rozpadu molekuly hyaluronanu v chrupavce je 2-3 tydny. Keratinocyty
v pokozce jsou dal$im piikladem bunck, které aktivné syntetizuji a katabolizuji hyaluronan.
V tomto ptipadé je polo€as rozpadu molekuly piekvapive kratky, méné nez den.

Bylo odhadnuto, Ze témét 1/3 celkového mnozstvi hyaluronanu je v lidském téle
metabolicky odbourana a nahrazena béhem dne [1].

2.1.4 Syntéza

Piikladem tvorby hyaluronanu mize byt bakterialni hyaluronanova syntéza. Béhem par let
doslo k znacnému pokroku v porozuméni struktury a funkce bakteridlnich hyaluronanovych
syntaz a produkce hyaluronanu. Hyaluronan syntizy jsou membranové vazané enzymy
v bakteriich a eukaryotickych buiikach. Aktivni hyaluronan syntazy se vyskytuji v buiice nebo
plazmatické membrané. Jsou neobvyklé v tom, Ze tyto proteiny maji dvé rizné
glykosyltransferazové aktivity uvnitt stejného proteinu. Po kazdém piidavku sacharidu
se stava novy produkt hyaluronanového fetézce substratem pro dalsi sacharidovy ptidavek.
Sitova reakce popisujici skladani jedné disacharidové jednotky na fetézec haluronanu byla
pfedstavena jako ptidavek novych sacharidi na neredukujici konec. Vznikajici polysacharid
je vytlaGovan pies bunéénou membranu do extracelularniho prostoru [4].

2.1.5 Aplikace

Hyaluronan naSel mnoho uplatnéni v mediciné. Aplikace exogenniho hyaluronanu
a biomateriali vychazejicich z hyaluronanu se Uspé$né uplatituje pii fizeni a akceleraci
procesu hojeni ran vcelé tfadé medicinskych disciplin (oftalmologie, dermatologie
a revmatologie). V kosmetice se zavadénim modifikovaného hyaluronanu do ktize a podkozi
dosahuje vyhlazovani vrasek.

2.2 Asociacni procesy

2.2.1 Roztoky polymeru

Jako zfedény definujeme takovy roztok polymeru, vnémz jsou jednotliva
makromolekularni klubka od sebe odd€lena spojitou fazi rozpoustédla. Domény klubek
se stfidaji s oblastmi nulové koncentrace polymeru (Obr. 5), takze zfedény roztok je
koncentra¢né nestejnorody (nehomogenni). Koncentrace polymeru v doméné klubka je vétsi
neZ priumérna koncentrace roztoku.
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Naopak koncentrovany roztok polymeru je koncentratné homogenni. Doména klubka je
prostoupena Useky jinych fetézcl, a proto je koncentrace fetézce v jeho doméné pievysena
celkovou koncentraci polymeru [5].

2]
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Obr. 5 Struktura roztoku polymeru: (a) zredeny roztok, (b) koncentrace pocinajictho
prekryvu, (c) koncentrovany roztok

2.2.2 Roztoky polyelektrolyti

Nekteré polymery obsahuji v molekule postranni skupiny schopné elektrolytické disociace.
V piipadé hyaluronanu to jsou karboxylové skupiny, které jsou nositelem elektronového
naboje. Hyaluronan je tedy polyelektrolytem.

Disociaci vznikd makroion o velkém poctu elementarnich nabojti a ekvivalentni pocet
malych ionti opacného néaboje, zvanych protiionty. Polymerni ion vznikly disociaci
hyaluronanu je makroanion. Karboxylové skupiny hyaluronanu jsou slab¢ kysel¢, proto jsou
mélo disociovany. Caste¢nou nebo tplnou neutralizaci hydroxidem se oviem pievede
do formy ionizovaného polyelektrolytu [5].

2.2.2.1 Interakce makroiontit s malymi ionty

Pti interakci malych iontd s disociovanymi skupinami makroiontl vznikéd iontova vazba,
protiionty mohou vytvafet s nabitymi skupinami makroiontd iontové pary. Tyto vazby
vznikaji v koncentrovanéjSich roztocich piisobenim elektrostatickych pfitazlivych sil. Sklon
valence a ¢im menSi poloméry iontl. VSechny tyto faktory ptiznivé ovliviiuji ucinek
elektrostatickych ptitazlivych sil [5].

2.2.2.2 Iontova atmosféra

Protiionty vzniklé disociaci a ionty pfidanych soli vytvareji v elektrickém poli nabitého
fetézce hyaluronanu iontovou atmosféru. Ta obsahuje centralni ion obklopeny jinymi ionty,
jejich prostorové rozlozeni je dano rovnovahou mezi elektrostatickymi silami a ucinkem
tepelného pohybu iontd.

Vlivem opacéné nabité iontové atmosféry je elektrostaticky potencial v okoli centralniho
iontu niz$i, iontova atmosféra odstifiuje naboj centralniho iontu [5].
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2.2.2.3 Konformace linedrnich makroiontii

U linearnich polyelektrolytt existuji elektrostatické interakce, jichz se zcastiiuji naboje
ionizovanych skupin fetézce a naboje malych iontl pfitomnych v doméné a v okoli
makroiontu. Ve vodé disociuje urcity podil ionizovatelnych skupin, které se stanou nositeli
elektrického néboje. Neni-li elektrolyt amfoterni, maji vSechny naboje stejné znaménko
a navzajem se odpuzuji.

Malé¢ ionty (tj. protiionty vzniklé disociaci a ionty piidanych soli) vytvareji v elektrickém
poli nabitého fetézce iontovou atmosféru, ktera zeslabuje odpudivy Gcinek nabojl fetézce
a zkracuje jeho dosah tim vice, ¢im je koncentrace malych iontl vyssi. Zména iontové sily
tedy vyvolava vyrazné¢ zmény konformaci makroiontu.

Je-li pouzivan velmi zifedény roztok polyelektrolytu v neptfitomnosti soli, oddisociované
protionty maji tendenci expandovat do disperzniho prostfedi. Koncentrace protiiontil se sniZzi.
Nastava velmi silny odpudivy efekt zapornych néboji polyiontl. Polymerni fetézec ztraci
charakter klubka a existuje v plné natazené formé (Obr. 6). Pokud se do takového roztoku
polyelektrolytu ptida sil, dojde ke zvy3eni iontové sily. Cim je vétsi koncentrace polymeru,
tim je vEtsi pocet disociovanych skupin a tim vice se klubko natahuje do tycCinkovité formy.
Tento efekt je ale tlumen rostouci koncentraci nizkomolekularni soli (napt. NaCl) [5].

O—0O—0

0,

(@) (b)

Obr. 6 Konformace makroiontu: (a) v krajne ziedeném roztoku v nepritomnosti soli, (b)
v pritomnosti soli

2.2.3 Asociativni (micelarni) koloidy

Pouzije-1i se vhodné rozpoustédlo, nékteré nizkomolekuldrni latky poskytuji ve velkych
zfedénich pravé roztoky, ale poc€inaje urcitou koncentraci asociuji jejich molekuly do té miry,
ze vytvareji castice koloidnich rozmért. Tyto polymerni utvary se nazyvaji micely
a latky, které se chovaji timto zplisobem, se oznacuji jako micelarni nebo asociativni koloidy.

Asociativni koloidy se od lyofobnich lisi tim, Ze nepotiebuji umélou stabilizaci, jejich
velikost a koncentrace je urcena okamzitymi stavovymi veli¢inami (teplota, tlak,
koncentrace), nikoliv minulosti systému. Tyto systémy jsou termodynamicky stabilni a jsou
reverzibilni [5].

2.2.3.1 Molekularni struktura vodorozpustnych miceldarnich koloidii

Schopnost vytvaret micely je podminéna zvlastni strukturou molekul. Molekula musi byt
amfipatickd neboli amfifilni, tj. musi se skladat z Casti lyofilni, kterd je nositelem tendence
rozpous$tét se v daném prostiedi, a z lyofobni ¢asti, ktera je sama o sobé v témze prostiedi
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nerozpustna (Obr. 7); jeji neochota ke kontaktim s molekulami rozpoustédla je pak pti¢inou
asociace za vzniku koloidni disperze. Ve vétsing piipadii se jednd o povrchové aktivni latky
(PAL) rozpustné ve vod¢, jejichz molekuly obsahuji silné hydrofilni polarni skupinu.
Rozpustnost PAL ve vodé klesa s délkou uhlovodikového fetézce.

Podle toho, zda a jak hydrofilni skupina podléha elektrolytické disociaci, délime micelarni
koloidy na ionogenni (kationaktivni, anionaktivni nebo amfoterni) a na neionogenni neboli
neutralni [6].

nepolarni ¢ast - uhlovodikovy fetézec

OZn

/

polarni ¢ast - hlava

Obr. 7 Amfifilni molekula — lyofilni a lyofobni cast

2.2.3.2  Vznik micel

Koloidné¢ disperzni ¢astice — micely — vznikaji agregaci amfipatickych molekul nékterych
nizkomolekularnich latek z jejich pravych roztokli po dosazeni urcité koncentrace roztoku
(Obr. 8), oznacované jako kriticka micelarni koncentrace (CMC).

V nejjednodussim ptipadé mize byt asociace popsana rovnici:

—  w

nS Sh,

kde S, je micela — agregat n monomernich jednotek S a n je asociacni nebo agregacni Cislo.
Asociace je vratna — zfedénim se rovnovaha posouva k monomerni PAL [6].

2
SR

n O~

Obr. 8 Vznik micely asociact amfifilnich molekul

Ve vodném prostiedi tvoii jaddro micely navzdjem propletené nepolarni uhlovodikové
fetézce molekul povrchove aktivnich latek (PAL); jejich polarni skupiny jsou rozmistény
na vn¢j$Sim povrchu micely. Tim je dosazeno minimalniho styku mezi molekulami vody
a hydrofobnimi ¢astmi molekul PAL. Za zakladni pfi¢inu vzniku agregati z uhlovodikovych
fetézcli ve vodnych roztocich jsou povazovany velké kohezni sily mezi molekulami vody,
které jsou daleko vyssi nez vzdjemnd afinita uhlovodikovych fetézcii i1 pfitazlivost mezi
molekulami vody a uhlovodikovymi fetézci. Molekuly vody jako by ,vytésnovaly*
uhlovodikové fetézce z roztoku, coZ je spojeno s poklesem Gibbsovy energie soustavy. Jde-li
o ionogenni PAL, polarni skupiny disociuji. Vznikaji nabité micely obklopené elektrickou
dvojvrstvou tvofenou disociaci vzniklymi protiionty. Jsou to tzv. Hartleyovy micely (Obr. 9),
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jejichz polomér je piiblizné roven délce molekuly PAL. Asociacni cislo (pocet molekul
povrchové aktivni latky, které tvoii asociativni micelu) roste s délkou uhlovodikového tetézce
a klesa s velikosti plochy, kterou na povrchu micely zaujima jedna polarni skupina; pohybuje
se nejcastéji mezi 50 a 150 a zavisi i na fyzikdlnich podminkéch [7].

- _O~\V disociovana molekula PAL
+
| | .+ protiiont

Obr. 9 Mala (Hartleyova) micela

2.2.3.3 Reverzni micela

Je asociativni micela vznikajici v nevodném prostiedi; jeji jadro tvoii polarni skupiny,
zatimco uhlovodikové fetézce smétuji ven do nepolarniho prostiedi (Obr. 10). Asociacéni Cislo
obracenych micel nebyva vétsi nez 10; kritickd miceldrni koncentrace byva obtizné
definovatelna, nebot” ptechod z pravého roztoku na koloidni nastdivda v pomérné Sirokém
intervalu koncentraci. Siln¢ polarni jadro snadno solubilizuje vodu a umoziuje tak koloidni
rozpousténi vody v oleji v pfitomnosti PAL, coz ma vyznamné uplatnéni zvlasté
v potravinarském primyslu [5].

uhlovodikovy fetézec
/

polarni skupina

Obr. 10 Obracena micela

2.2.4 Solubilizace

Vyznamnou vlastnosti micelarnich koloidt, ktera souvisi se stavbou jejich micel, je
solubilizace — schopnost rozpoustét latky v Cistém disperznim prostiedi nerozpustné. Je to
tedy pochod, pfi némz jsou do micel surfaktantu (PAL) vcleniovany molekuly dalsi latky
(solubilizatu). Mechanismus solubilizace mtize byt rizny. Umisténi molekuly solubilizatu
v micele zavisi na jeho molekularni struktute [5].
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2.2.4.1 Piima solubilizace

Nepolarni latky, které jsou v ¢istém vodném disperznim prostiedi nerozpustné nebo slabé
rozpustné, jsou zcela pohlceny hydrofobnim jadrem micely.

Polarni latky jsou solubilizovany na povrchu micely nebo v tésné blizkosti jejiho povrchu.
Polarné-nepolarni organické latky (alkoholy, aminy, tzv. ko-surfaktanty) se rozmistuji
v micelach tak, Zze jejich uhlovodikové fetézce smétuji dovnitf micel a polarni skupiny
do vodné faze (Obr. 11).

ionogenni PAL
/ l
N2
(a) éz:_.g (b)

polarni solubilizat polaré-nepolami latka

nepolarni solubilizat (ko-surfaktant)

s
T

Obr. 11 Prima solubilizace (a) nepolarnich latek, (b) polarnich latek v malych ionogennich
miceldch, (c) polarné-nepolarnich latek

2.2.4.2 Obracend solubilizace

Obrdcena solubilizace nastava v systémech s nepolarnim prosttedim, kde vznikaji
obracené micely s hydrofilnim jadrem a hydrofobnim povrchem (tzv. koloidni rozpousténi
vody v olejové fazi) [8].

2.3 Nevlastni fluorescence

Nevlastni fluorescence vznikda diky nevlastnim fluoroforim, které se piidavaji
ke studovanému vzorku. Piikladem nevlastnich fluorofor jsou latky znamé jako
fluorescencni sondy, fluorochromy, nebo jednoduse barviva.

Fluorochromy, které jsou konjugovany k vétsi makromolekule (jako nukleova kyselina,
lipid, enzym nebo protein) diky adsorpci nebo kovalentnimi vazbami, se nazyvaji fluorofory.
Fluorofory jsou rozdéleny na dvé tiidy, viastni (vnitini) a neviastni (vné&jsi). Vlastni
fluorofory, jako aromatické aminokyseliny, neurotransmitery, porfyriny a zeleny
fluorescencni protein, jsou ty, které se vyskytuji ptirozené. Nevlastni fluorofory jsou uméla
barviva nebo modifikované latky, které jsou pfidany ke vzorku pro tvorbu fluorescence
se specifickymi spektralnimi vlastnostmi. Pokud se na n¢j vazi kovalentné, nazyvaji
se fluorescenéni znacky, pokud se vazi nekovalentné, jedna se o fluorescen¢ni sondy [9].
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2.3.1 Fluorescen¢ni znacky

Nejcasteji se pouzivaji k fluorescenénimu znaceni proteind, kdy se kovalentné¢ vazou
na jejich aminové, sulthydrylové nebo histidinové boc¢ni fetézce, thiolové skupiny atd. Maji
ruzné aplikace v imunologii, histochemii, afinitni chromatografii apod [10].

2.3.2 Fluorescenéni sondy

Jsou to organické molekuly, nejCastéji maji polyaromatickou strukturu. Piidavaji se ke
vzorklim, které nemaji vhodné fluorescen¢ni vlastnosti. Po navazani na sledovanou strukturu
Casto méni své fluorescencni vlastnosti. Volba fluorescencni sondy je klicovou soucasti
experimentu ve fluorescencni spektroskopii, nebot’ pravé jeji vlastnosti umoziuji ziskat
potiebné informace [10].

2.3.2.1 Akridinova oranz (A0)

Akridinova oranz (Obr. 12) neboli 3,6-bis(dimethylamino)akridin je latka, ktera se pouziva
jako fluorescenéni sonda pro stanoveni nukleovych kyselin. Nukleotidy a nukleové kyseliny
obecné nefluoreskuji. Pro vizualizaci a identifikaci chromozomili se proto pouziva fada
fluorescencnich sond, jednou z nich je akridinova oranz.

Zelena monomerova fluorescence pochédzi z komplexi monomeri s dvoufetézcovymi
DNA nebo RNA, zatimco oranzova fluorescence pochazi z komplexi dimerii sondy s jedno-
fetézcovymi nukleovymi kyselinami. Spektralni parametr dany pomérem intenzit oranzové
a zelené fluorescence (Ig40/Is40) akridinové oranzi charakterizuje stupeii spiralnosti nukleovych
kyselin.

Toto kationtové barvivo je chemikalie, ktera vyvolavd mutace, je citlivé na svétlo,
uchovava se v chladu [11].

O g
H,C e CH
\'TI N N/ 3

CHj CHj3

Obr. 12 Fluorescencni sonda akridinova oranz

V zavislosti na koncentraci barviva se akridinova oranz nachazi v rtiznych formach. Pokud
koncentrace barviva vzroste, kation monomeru barviva HR" agreguje a stava se dimerem
(HR)%"L. Dimer je tvofen dvéma monomery barviva, je pootofen vi¢i monomeru o 48°.
Planarni vlastnost molekuly je zni¢ena, dochazi k samozhasSeni [12].

Monomer akridinové oranze ve vodném roztoku excituje pii vinové délce 492 nm, tento
pik odpovida absorpci tii druhtt — volny monomer, volny dimer a vdzané barvivo. Dimer
excituje pti vinové délce 465 nm. K emisi monomeru dochazi pti vinové délce 528 nm, dimer
akridinové oranzi emituje pii vinové délce 650 nm [13].

Absorpéni spektrum ziedéné akridinové oranZi ma maximum v 492 nm (a pas), postupné
je nahrazeno novym spektrem s maximem v 465 nm (B pas). Pii vyssich koncentracich AO je
pas v 465 nm nahrazen tietim pasem (y pas) s maximem v 450 nm. o pas odpovida barvivu
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v monometni formé, B pas dimeru akridinové oranzi a y pas oligomerim barviva (vySsi
asociovana forma) [14].

Tvorba dimeru akridinové oranZi je pripisovana agregaci typu H. H-agregace je zpisobena
pfechodovymi dipdlovymi interakcemi mezi dvéma nebo vice chromofory s malym
rozmisténim [15]. Interakce dvou prechodovych dipéld M; a M, poskytuje energetické
rozStépeni excitované¢ho stavu na dvé slozky m; a m.. Fluorescence z nizSiho energetického
stavu m. je zakazana, je pouze povolena absorpce k vy$§imu energetickému stavu m" a vnitini
konverze. Nejvyse polozend energetickd hladina se nachazi nad energetickou hladinou
monomeru. Proto u typu H-agregace dochazi k hypsochromnimu posunu v absorpcnim
spektru vi¢i monomeru a dochdzi k u¢innému zhdsSeni fluorescence. Agregace typu J
se projevuje bathochromnim posunem v absorpénim spektru vii¢i monomeru [16]. Zde je
povolena absorpce k niz§imu energetickému stavu, z n¢hoz nasledné probihé vnitini konverze
s emisi zareni (Obr. 13).
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Obr. 13 Model molekulové orientace a prechodovych dipolovych interakci v barvivu

Protoze se jedna o kationtové barvivo, na polymerech interaguje s negativné nabitymi
skupinami (vazebnymi misty), interakce je elektrostaticka.

Fluorescen¢ni sonda akridinova oranz se pouziva pro studium interakci polymer-barvivo
a barvivo-barvivo v biopolymerech a syntetickych polyelektrolytech. Rozsah vdzani tohoto
barviva k polymerim a jeho hromadéni v ptfitomnosti polyelektrolyti poskytuje informaci
o chemické a fyzikélni povaze vazebnych mist a struktufe fetézce polymerii [13].

2.3.2.2 4-Di-2-ASP

[4-(4-(diethylamino)styryl)-N-methylpyridinium jodid nebo-li 4-Di-2-ASP (Obr. 14) je
hemicyaninové barvivo, které patii do skupiny styryl pyridiniovych barviv.

Nékterd kationtova barviva, jako 4-Di-2-ASP, zbarvuji presynaptickd nervova zakonceni
nezavisle na aktivit¢ neuront. 4-Di-2-ASP je svétlostalé barvivo, které je netoxické
k buiikdm, je vyuzivano ke zbarvovani Zivych nervovych zakonceni ve vystelkach krali¢ich
rohovek, v krysi pokozce a mysich ocascich, stejné tak je vyuzivano k piedstaveni si inervace
lidskych cévek a celého traviciho traktu. Bylo zjisténo, Ze toto barvivo pfetrvava v Zivych
mysich celé mésice [11].

Excitace nastdva pii 468 nm a emituje pfi 608 nm. Toto barvivo je rozpustné¢ ve vodé
a DMSO.
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Obr. 15 Struktura amfifilni sondy 4-Di-2-ASP

2.3.2.3  Nilskd modi (NB)

Patfi do skupiny benzofenoxazinovych barviv, kterd obsahuji poldrni chromofory.
Struktura barviva je tvofena donorem elektronu (diethylaminovéa skupina) a akceptorem
elektronu (iminovéa skupina) [17].

Jedna se o fluorescenéni barvivo, které se vyskytuje ve dvou formach - ve formé
kationaktivni a form¢& neutralni (Obr. 16). Karminové cervena emise (pii 674 nm) Nilské
modii ve vodném roztoku nastdva diky vyskytu kationaktivni formy. Excituje pfi 626 nm
a absorp¢ni maximum se vyskytuje v 635 nm [18].

Je rozpustné ve vodé€, ethanolu, methanolu a dalSich rozpoustédlech. Oxazonova forma
barviva (Nilskd rizova) je tvofena spontanni oxidaci Nilské modii A ve vodném roztoku
nebo refluxi se zfedénou kyselinou sirovou [19].

) )

N
HaC N3 o) NH, HaC N | o) _NH
g g

kationaktivni forma neutralni forma

H3C HC

Obr. 16 Kationaktivni a neutralni forma Nilské modri

Pouziva se pro zkoumani DNA. Pfedpoklada se, Ze planarni hydrofobni fenoxazinova ¢ast
Nilské modfi usnadni vsunuti do relativn€ nepolarniho vnittku DNA spiraly [18].

Nilska modi vytvaii Cervené zbarveny lyzochrom — nilskou cerven, kdyz se zahteje
se zfedénou kyselinou sirovou (Obr. 17). Béhem tohoto procesu je kyslik Nilské modfi
nahrazen aminoskupinou. Tyto latky se pouZivaji v histologii. Cerveny lyzochrom ziistava
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rozpustény v roztoku s Nilskou modii A, barvi lipidy ¢ervené. Kdezto Nilskd modf barvi jadra
modte [20].

H3C

W HBCW

+
H3C\/N @) NH, H3C\/N
NS
N O

Nilska modf A Nilska Cerven

Obr. 17 Fluorescencni sonda Nilska modr

2.3.2.4 Methylenova modi (MB)

Methylenova modi (tetramethylthionin chlorid) nebo také Svycarskd modi je
heterocyklické aromatické barvivo, které patii do skupiny thiazinovych barviv.

Obr. 18 Fluorescencni sonda methylenova modr

Pouziva se v riznych odvétvich — v biologii, medicin€, chemii a primyslu. V biologii
naslo uplatnéni jako barvivo pro rtzné barvici procesy, napt. Gramovo barveni. Muze
se pouzit jako indikator pro ur€eni, zda jsou buiiky naZivu nebo ne. Jestlize se modry
indikator v pritomnosti aktivnich enzymii méni v bezbarvy, signalizuje zijici bunky.
V mediciné se vyuziva pro své dezinfekéni vlastnosti. Redoxni vlastnosti MB dévaji
schopnost pfijmout nebo darovat vodikové ionty. Tyto vlastnosti se mohou vyuzit
pfi zachazeni s jedovatymi chemickymi latkami jako je kyselina kyanovodikova a kyanid,
oxid uhelnaty, dusitany, anilin a jeho derivaty.

V textilnim primyslu se jeho pouziti omezilo kviili jeho vysoké citlivosti na svétlo.
Redoxni vlastnosti MB jsou také uzitené v analytické chemii. Pii pokojové teplote
se vyskytuje jako pevny, tmavé Cerveno-hnédy prasek. Rozpusténim ve vod¢ vznika modry
roztok. V oxidacnim prostfedi je MB modra, ale pfi piisobeni redukujici latky pfechazi
na bezbarvou formu (leuko methylenovd modi) (Obr. 19). Dale ma Siroké uplatnéni
v potravinafském a farmaceutickém primyslu, kde zajiStuje Cerstvost a jakostni kontrolu
produktti. Vizudlni barevny ptfechod barviva signalizuje uplynuti lhity pouziti [21].

Maxima absorpéniho piku se nachézeji pti 668 nm a 609 nm.
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Obr. 19 Premena methylenové modrii na bezbarvou leuko formu

2.3.2.5 Fluorescein (F)

Fluorescein neboli kyselina 2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanten-9-yl)benzoova patii mezi
xanthanova barviva. Absorpéni maximum se nachdzi pfi 494 nm a isosbesticky bod
se nachazi pti 460 nm (ve vodé€). Fluorescence tohoto barviva je velmi intenzivni, excitace
nastava pii 494 nm a emituje pti 521 nm [22].

(I
HOOOH

Obr. 20 Fluorescencni sonda Fluorescein

o]

Mtze byt ptipraven z ftalanhydridu a resorcinolu v pfitomnosti chloridu zine¢natého
Friedel-Craftsovou reakei (Obr. 21).

0 HO o) o}
J HO oH /
SOTES pa—
ZnCl
\ 2
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ftalanhydrid resorcinol

fluorescein

Obr. 21 Friedel-Craftsova reakce vzniku fluoresceinu

V zavislosti na velikosti pH existuje v nékolika iontovych a neutrdlnich formach:
kationaktivni, neutralni, monoanion a dianion [23].

V neutralnim a mirné kyselém prostiedi se vytvari forma laktonu (spinolaktonova
forma A), proto je kvantovy vytézek fluorescence nizky. Naopak v alkalickém prostiedi
se laktonovy kruh otevie a vznikéa seskupeni B (Obr. 22), které siln¢ absorbuje zafeni. Vyssi
pH ovliviiuje pozici emisniho piku, posouva se k vysSim vinovym délkam. Pti¢inou je
auxochrom —OH napojeny na chromofor. Ve velmi ziedéném alkalickém roztoku se nachazi
ve form€ anionu, ktery je stabilni diky O-mustkliim a ud€luje molekule tu vlastnost, ze je
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Obr. 22 Fluorescein v neutralnim prostredi (forma A), v slabé alkalickém prostredi (forma B)
a v silné alkalickém prostredi (forma C)

Fluorescein sodny se pouziva v lékafstvi pro diagnostické tcely, v ocnim Iékatstvi
(pro odhaleni poranéni rohovky), ale také pii operacich mozkovych nadort. Déle se vyuziva
jako textilni barvivo.

Pro silnou fluorescenci jeho alkalickych soli i pfi nepatrnych koncentracich se vyuziva
pfi stopovani podzemnich tok a v ocednografii [25].

2.4 Luminiscen¢ni spektrometrie

V roce 1852 byl poprvé popsan jev fluorescence britskym védcem sirem Georgem G.
Stokesem. Pouzil modro-bily fluoreskujici minerdl fluorit (kazivec), odtud nazev
fluorescence. Fluorescen¢ni metody se pouZzivaji nejen v genetice a bunécné biologii, ale
v mnoha dal$ich oborech, napt. ochranné fluorescentni prvky na bankovkach [9].

2.4.1 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence je emise svétla latkou. Po absorpci primarniho zafeni molekulou miize
dojit k emisi sekundérniho zafeni z excitovanych molekul. Pfi absorpci zafeni dochézi
~ r roe r . e . *
k pfenosu elektronu ze zakladni singletové hladiny Sy do vzbuzeného stavu (singlet S; ).

Elektronové stavy vétSiny organickych molekul mohou byt rozdéleny na singletové
a tripletové (Obr. 23).

« singletovy stav: elektrony v molekule tvoii pary, ve kterych maji opacny spin
. tripletovy stav: jedna dvojice elektroni ma stejny spin
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Obr. 23 Singletovy a tripletovy stav

2.4.1.1 Fluorescence

Absorpce ultrafialového zateni vede k excitaci z vibra¢niho stavu na zékladni elektronové
hladin€ na jednu z mnoha vibra¢nich hladin v elektronovém excitovaném stavu. Jde obvykle
o prvni excitovany singletovy stav S;, béZné dostupné jsou i stavy S, a S;.

Molekula na vysoké vibra¢ni hladin€ ztraci pii kolizich s okolnimi molekulami rychle
energii a pfechdzi na nejnizsi vibraéni hladinu (tzv. vibracni relaxace molekuly). Fluorescence
se projevi, nastane-li pfechod na zékladni elektronovou hladinu ze singletového excitovaného
stavu vyzarenim nadbytecné energie emisi fotonu. Hovotime o zarivém prechodu na zékladni
hladinu. Pfi nezafivém ptechodu nastdva jev nazyvany intramolekuldrni konverze energie
molekuly — elektron se vrati na zakladni hladinu a odevzdanou energii rozvibruje molekulu.
Ta pak ptechédzi na zakladni vibra¢ni hladinu pfes fadu vibracnich stavl vibracni relaxaci
(Obr. 24).

Fluorescence je dana témito vlastnostmi:

. aby latka emitovala elektromagnetické kvantum, musi svétlo absorbovat

« vlnova délka fluorescencniho svétla je vétsi nez vinova délka excitac¢niho svétla

. intenzita fluorescence je mnohem mensi nez intenzita excitacniho svétla

. intenzita fluorescence je Umérna intenzité excitacniho svétla, hustoté vzorku
a kvantovému vytézku

o kazda latka ma své charakteristické fluorescencni spektrum

« absorpéni a fluorescencni spektra tvoii zpravidla zrcadlové obrazy

« fluorescenc¢ni svétlo ma rizny stupen polarizace

2.4.1.2 Fosforescence

Ztidka dochédzi k obraceni spinu excitovaného elektronu a molekula se dostava
do tripletového excitovaného stavu. Pfechod muze nastat, kdyz se energeticky piekryvaji
nejniz$i singletové vibraéni hladiny s vy$$imi vibracnimi hladinami tripletového stavu.
Po navratu molekuly do zékladniho vibracniho stavu ztraci elektron energii emisi fotonu
a pfechazi do zakladniho stavu. Jde o fosforescenci (Obr. 24). Doba trvani tripletového
excitovaného stavu muze byt i vétsi nez 10s, ve srovnani s dobou trvani excitovaného
singletového stavu, ktera je zpravidla 10 a7 107 s. Nezéfivé pienosy energie jsou usnadnény
vyssi teplotou (vice srazek molekul). Proto fosforescenci pozorujeme pii nizkych teplotach
ve vysoce viskdznich médiich.
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Obr. 24 Jabtonskiho diagram — energetické prechody pri vzniku fotoluminiscence. Nezarivé
prechody: VR — vibracni relaxace, VK — vnitini konverze, MP — mezisystémovy prechod
a zarivé prechody: fluorescence, fosforescence. S; a S; — jsou excitované singletové stavy,
T; — tripletovy stav, E — energie

Porovname-li energii absorbovaného zafeni a zafeni vyslaného fotoluminiscenci, ma
fluorescencni zafeni nizsi energii, a tedy veétsi vinovou délku (Stokesiiv posun). Fluorescencni
spektrum je zrcadlové symetrické k absorpénimu spektru. Pfi fosforescenci je vyzafovano
zateni jesté vysSich vinovych délek nez pfi fluorescenci.

Luminiscencni zativy tok roste s mnozstvim absorbovaného zateni a kvantovym vytézkem
luminiscence (tj. pomérem udavajicim pocet fotonli emitovanych ku poctu fotont
absorbovanych). U velmi zfedénych latek intenzita luminiscence roste linearné s koncentraci
ptislusné latky [26].

2.4.2 Excita¢ni a emisni spektra molekul

Pii meéfeni latek schopnych vykazovat luminiscenci ziskdvame odpovidajici emisni
spektrum, tj. zavislost intenzity luminiscence na vlnové délce pfi konstantni excitac¢ni vinové
délce. Spektrum meéfené pti konstantni vinové délce emise a rizné vinové délce excitace
se nazyva excitacni neboli aktivacni spektrum.

2.4.2.1 Excitacni spektrum

Je zjednodusené absorp¢ni spektrum analytu, jen néktera absorpcni maxima vyvoléavaji
fluorescenci. Intenzita exitacniho maxima je totozné s intenzitou absorpéniho maxima pii
konstantni intenzité emise zdroje v daném oboru vinovych délek.

2.4.2.2 Emisni spektrum

Je v rizném vyté€zku excitovano kteroukoli vinovou délkou v oblasti excita¢niho spektra
a je ovlivnéno rtiznou citlivosti detektoru v zavislosti na vinové délce.
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2.4.3 ZhaSeni fluorescence

Zhaseni fluorescence se popisuje jako bimolekularni proces, pii kterém dochazi
ke snizovani kvantového vytézku fluorescence beze zmény fluorescencniho emisniho spektra.
Podle stavu fluoroforu v okamziku zhaSeni lze zhaSeni fluorescence d¢lit na dynamicke
a staticke.

Dynamické nebo-li srazkové zhaseni mlze nastat v ptipadé, Ze je fluorofor jiz excitovan.
Excitovany fluorofor je tedy pfi srazce s molekulou zhasedla deaktivovan a vraci se zpét
na zékladni hladinu nezafivym piechodem. Pfi tomto sraZkovém zhaSeni nedochazi
k chemické zméné¢ molekul. Dynamickym zhaSenim mutze dochazet ke sniZzovéani casu
vyhasinani luminiscence. Tzv. Sternovou-Volmerovou rovnici je mozné popsat snizeni
intenzity fluorescence z divodu dynamického zhaSeni:

@
EO=T—0=1+kq~rO-Cq, (1)

T

kde @, je kvantovy vytézek fluorescence za nepfitomnosti zhaSela (@ za pfitomnosti
zhasela) o koncentraci C,, 1o je ¢as vyhasinani fluorescence bez zhaSedla (7 za pritomnosti
zhaSedla), k, je bimolekularni zhaSeci konstanta nebo-li bimolekularni rychlostni konstanta
urc¢end difuzi vynasobena ucinnosti zhaseni.

V piipadé¢ statického zhaSeni dochazi k chemické zméné a po kontaktu fluoroforu, ktery je
v zédkladnim stavu, s molekulami zhéasedla vznikne nefluoreskujici komplex. Fluorescence
jsou pak schopné pouze disociované molekuly fluoroforu, a jelikoz je rychlost disociace
ve srovnani se zatfivymi pfechody mnohem pomalejsi, vysledkem je neefektivnost zativych
prechodu.

Existuji tyto typy zhaseni fluorescence [27]:

1. Koncentra¢ni (samo)zhasSeni fluorescence (Vavilov):
Od urcité vetsi prahové koncentrace analytu ¢y dochazi k poklesu kvantového vytézku.
Je to dano neelastickymi srazkami excitovanych molekul s molekulami v zakladnim
stavu; mozna také asociace molekul, tyto molekuly absorbuji zatfeni, ale neemituji.

2. Vnitini konverze molekul:
V disledku kolizi excitovanych molekul s neexcitovanymi dochazi k disipaci energie
excitované molekuly na nezafivé formy energie; zvysuje se s rostouci teplotou, zavisi
na koncentraci molekul, viskozité roztoku apod.
S rostouci vrstvou roztoku nemusi dojit k excitaci vSech molekul danym primarnim
zarenim /.

3. Vnitiné filtracni efekt:
Absorpce sekundarniho emitovaného zafeni molekuly je absorbovéno v roztoku
analytu (pfekryvani excita¢niho a emisniho spektra).

4. Zhéseni emitovaného zafeni nadbytkem cinidla:
Absorbuje-li ¢inidlo pfi blizké vinové délce jako fluoreskujici produkt analytu,
absorbuje ¢inidlo pfednostné primarni zareni, takze jiz nestaci pro excitaci produktu
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analytu; absorpce primarniho zafeni jinymi slouceninami pfitomnymi v roztoku (také
vnitiné-filtra¢ni efekt).

5. Strukturni a konfigura¢ni zmény molekul:
Prevod molekuly do tripletového stavu (tvorba volného biradikdlu s neparovymi
vzniklé slouceniny nemusi fluoreskovat. Pii strukturni a konfomaéni zméné muiize
excitovand molekula piejit do zakladniho stavu bez vyzareni nového zareni. K tomu
jsou nachylné latky s volnéjsi strukturou, volné otalivé casti molekul; degradace
elektronové energie na vibracni energie.

6. Vliv cizich iontl:
Pokles kvantového vytézku v pfitomnosti cizich iontl a latek.
Stupen zhaseni roste s polarizovatelnosti, s rostouci kovalentni charakteristikou.
Zhaseni aniony: F* < NO3 < SO4* < ac < (CO0)* < CI' < Br < SCN < T
Zhaseni kationy: Cu*", Ni*", Fe*’, Fe’*, Mn®" (kationy s vakantnimi d-orbitaly); Mn*",
Fe%, Hg2+ <UO0% < Co, Ni < Fe'* < Cu<Cr’’
Dusledek pohlceni elektronu ze vzbuzené hladiny fluoreskujiciho chelatu analytu
ve vakantnim d-orbitalu — znemoznéni ndvratu excitovan¢ho elektronu do zakladni
hladiny.

2.4.4 Relaxace rozpoustédla

Riiznorod¢ faktory prostfedi plsobi na fluorescenéni emisi, vcetné interakci mezi
fluoroforem a obklopujicimi molekulami rozpoustédla. Proto elektronova excitace ze stavu
zakladniho Sy na vys$i elektronovy excitovany stav (jako S;) je doprovazena zménou
permanentniho dipélového momentu molekuly. S novym dipolovym momentem systém
rozpusténa latka-rozpoustédlo jiz neni v rovnovéaze. Molekuly rozpoustédla jsou pfinuceny
ptrizptisobit se nové situaci. Zacnou se reorientovat do energeticky pfiznivéjSich pozic
s ohledem na excitované barvivo (Obr. 25). Tento dynamicky proces zacinajici z plivodné
nerovnovazného Frank-Condonova stavu (FC) a vedouci postupné¢ k nové rovnovaze
s excitovanym stavem latky rozpusténé v roztoku (R) se nazyva relaxace rozpoustédla (SR)
[28].

Molekuly rozpoustédla obklopujici zékladni stav fluoroforu maji dipélové momenty, které
mohou interagovat s dip6élovym momentem fluoroforu, diky ¢emuz dochazi k distribuci
molekul rozpoustédla kolem fluoroforu. Rozdilné energetick¢ hladiny mezi zakladnimi
a excitovanymi stavy ve fluoroforu vytvaii zménu v molekulovém dip6élovém momentu, ktery
zpusobi preskupeni molekul rozpoustédla obklopujicich fluorofor. Franck-Condoniiv princip
tfikd, Ze pfi excitaci fluoroforu je molekula excitovana k vyssi elektronové hlading v daleko
kratsim cCasovém intervalu nez molekula rozpoustédla, kterd podléha reorientaci uvnitt
vzajemné pusobiciho prostfedi rozpoustédlo-rozpusténa latka. Nésledkem toho dochdzi
ke zpozdéni mezi excitaci a pieskupenim molekul rozpoustédla kolem rozpusténého
fluoroforu, ktery ma vétsi dipoélovy moment v excitovaném stavu nez ve stavu zakladnim.
Proto po excitaci nastava relaxace solvatacniho obalu [9].
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Obr. 25 Interakce fluorofor-excitovany stav rozpoustédla

Poté, co byl fluorofor excitovan k vyS$§im vibra¢nim hladindm 1. excitovaného
singletového stavu (S1), nadbytek vibracni energie je rychle ztracen okolnimi molekulami
rozpoustédla a fluorofor se pomalu uvoliiuje k nejniz§im vibracnim energetickym hladindm.
Molekuly rozpoustédla poméhaji pii stabilizaci a dalSim sniZovadnim enegetické hladiny
excitovaného stavu pomoci reorientace kolem excitovaného fluoroforu v pomalejSim procesu
(mezi 10 a 100 pikosekundami). Dochazi ke snizeni energetického rozdilu mezi zakladnim
a excitovanym stavem, coz md za nasledek posun do cervené oblasti spektra (k vysSim
vlnovym délkam) fluorescencni emise. Zvysi-li se polarita rozpoustédla, zptsobi to
odpovidajici snizeni energetické hladiny excitovaného stavu. Pfi sniZzené polarité se redukuje
ucinek rozpoustédla na energetickou hladinu excitovaného stavu.

Techniky relaxace rozpoustédla se vyuziva pii sondovdni mikropolarity a pohyblivosti
v membranach, proteinech, DNA, polymerech, micelach [9].

2.4.5 VIiv rozpoustédla na elektronova spektra a polarita

Emise fluorescence je ovliviiovana riznymi faktory, vzajemnou interakci mezi fluoroforem
a obklopujicimi molekulami rozpoustédla, anorganickymi a organickymi slouc¢eninami,
teplotou, pH a lokalizovanou koncentraci fluoroforu. Uéinky téchto parametri se lisi
v zavislosti na druhu fluoroforu. Silny vliv na absorpcni a emisni spektra, stejné¢ jako
na kvantovy vytézek, ma proménné prostiedi.

Zakladni a excitované stavy rozpusSténé latky jsou pfiblizn€ stejné stabilizovany
vzajemnym ovliviiovanim mezi rozpoustédlem a rozpusténou latkou v zavislosti na chemické
povaze jak rozpousténé latky, tak 1 rozpoustédla. Interakce mezi rozpusténou latkou
arozpoustédlem (sondou a molekulami rozpoustédla) jsou obvykle popisovany Van der
Waalsovymi silami a specifickymi interakcemi jako je vodikova vazba.
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Pojem polarita zahrnuje vSechny tyto typy interakci rozpoustédlo-rozpusténa latka (vcetné
vodikové vazby) a vyjadiuje kvalitu interakce mezi molekulou a prostfedim. Proto polarita
nemuze byt charakterizovana jedinym parametrem. Obecné jako polarni molekulu
oznacujeme tu, kterd mé nenulovy dipdl moment. Ve fluorescencni spektroskopii
neuvazujeme pouze interakce permanentnich dipold latky a rozpoustédla, ale i1 interakce
zalozené na polarizovatelnosti danych molekul.

Pojem polarita (n€kdy mluvime o mikropolarité) tedy zahrnuje nespecifické interakce
(dip6l moment, polarizovatelnost) a specifické interakce. Z toho divodu nemiize byt
charakterizovana pouze relativni permitivitou (makroskopické méfitko, tyka se prostredi)
nebo dip6l momentem (mikroskopické métitko, tyka se molekuly).

Kvili zménam solvatacniho obalu kolem rozpousténé latky dochdzi k rozSifovani
absorpcnich a emisnich past. RozSifovani je zpisobeno existenci souvislého souboru
vibracnich podhladin. Také dochazi i k posunu absorpénich a emisnich pési, nazyvané
solvatochromni posuny, kter¢é mohou byt zplsobeny povahou nebo zménou slozeni
rozpoustédla a také souvisi se zménou solvatacni energie.

Slouceniny jsou solvatochromni, jestlize poloha jejich absorpéniho (a emisniho) spektra
zavisi na polarité¢ rozpoustédla. Bathochrmoni (Cerveny, k vy§§im vinovym délkdm) posun
a hypsochromni (modry, kniz§im vlnovym délkdm) posun se stoupajici polaritou
rozpoustédla se tyka pozitivniho a negativniho solvatochromismu [29].

2.4.5.1 Uéinky vodikové vazby na absorpéni a fluorescenéni spektra

Interakce vodikové vazby je povazovana za jeden zruznych aspektii polarity a vede
ke zméné polohy absorp¢nich a emisnich spekter.

V piipadé n — =* prechodii se pii excitaci elektronova hustota heteroatomu dusiku
snizuje. Diky tomu dochézi ke sniZzeni schopnosti tohoto hetetoatomu tvofit vodikové vazby.
Dochézi ke sniZeni dipélového momentu, je oéekavan modry posun absorpéniho spektra. Cim
je vodikovéa vazba pevnégjsi, tim dochézi k vétSimu posunu. Posun spektra se mlze pouzit
pro ur¢eni energie vodikové vazby. Ve skutecnosti dusik zptisobuje destrukci vodikové vazby,
protoZe emise nastava z n — m* stavu bez vodikovych vazeb.

Vptipadé m — =w* prechodl je Casto pozorovano, ze heteroatom heterocyklu je
v excitovaném stavu vice bazicky nez ve stavu zdkladnim. Excitovand molekula tak mtize byt
siln€ji vazana vodikem nez ve stavu zakladnim a fluorescence je na vodikovou vazbu vice
citlivéj$i nez absorpce [29].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Kyselina hyaluronova

Fluorescencni sondy

Povrchove aktivni latky

Rozpoustédla

Soli

Injekcni voda

3.2 Pristroje a zarizeni

CPN spol. s r.0., HyActive (M,, = 106 000 g-mol ")
CPN spol. s r.0., Hyaluronic Acid LMW
(My =253 900 g-mol )

Acridine orange hydrochloride hydrate, SIGMA-ADRICH
spol. s r.0., CAS 65-61-2

Nile Blue A, SIGMA-ALDRICH spol. s r.o.

Methylenova modf, SIGMA-ALDRICH, spol. s r.o.,

CAS 7220-79-3

4-Di-2-ASP, BioChemika, for fluorescence, > 97,0%
(Fluka), CAS 105802-46-8

SDS (dodecylsiran sodny), Fluka, ultra pro molekularni
biologii, gradient ¢istoty > 99,0%

Triton X-100, Fluka, H,O < 0,5%

CTAC (cetyltrimethyl amonium chlorid), Fluka

Methanol G Chromasolv, SIGMA-ALDRICH spol. s r.0.,
for gradient elution, ¢istota min 99,9%

Ethanol, SIGMA-ALDRICH spol. s r.o., pro UV
spektroskopii

DMSO, Riedel-de Haen, spectranal, ¢istota min 99,7%

NaCl p.a., Merci s r.0.

KCl p.a., Merci s r.o.

LiCl bezvody p.a., Lach-Ner s r.o.
CaCl, dihydrat p.a., Lach-Ner s r.o.

KabiPac, sterilni voda ,,fresenius®

Analytické vahy DENVER INSTRUMENT
Automatické pipety

MS?2 Minishaker IKA 1/min

Magnetické michadlo VARIOMAG POLY

Luminiscencni spektrometr, AMINCO-Browman, Series 2

zdroj zatreni xenonova lampa (150 W), zableskova lampa (7 W)
monochromatory miizka konkavni holografickd, iontové¢ leptana
rozmezi A 220 — 850 nm

pfesnost A + 0,5 nm

opakovatelnost A + 0,25 nm

rychlost skenu 3 — 6000 nm/min
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Z primarniho zdroje polychromatického zateni vstupuje do miizkového monochromatoru 1
(excitaéni), kde se vybere zafeni o vhodné vinové délce excitace (Obr. 26). Selektivni paprsek
o presné¢ definované vinové délce prochazi kiemennou kyvetou se vzorkem, ktera je umisténa
v jeho optické draze. Dochézi k vybuzeni elektronii zkoumaného vzorku. Fluorescence je
pozorovana v kolmém sméru ke sméru paprsku priméarniho zafeni, aby primérni zéieni
prochézejici kyvetou nerusilo méfeni fluorescence. Proto druhy monochromator (emisni)
idetektor jsou umistétny vkolmém sméru ke kyveté. Emisni zafeni prochézi
monochromatorem 2, kde je stanovena jeho vinovd délka a pomoci detektoru je zjiSténa
intenzita fluorescence [26].

To . To, 5
2droj monoc(hlr)omator —" o
Ir
monochromator
2
Ir, 5
detektor

Obr. 26 Schéma jednopaprskového spektrofluorimetru Aminco Bowman, ktery se sklada ze
zdroje zareni, excitacniho monochromatoru, kyvetového prostoru pro vzorek, emisniho
monochromdtoru a detektoru

UV-VISIBLE Spektrofotometr, Cary 50 Probe

zdroj zateni Xenonova pulzni lampa
monochromator Czerny-Turner 0,25 m
rozmezi A 190 — 1100 nm
opakovatelnost A +0,1 nm

max rychlost skenu 24 000 nm/min
detektor 2 kifemikové diody

UV-VIS spektrofotometr je pfistroj, ktery se pouzivd pro méfeni elektronovych
absorpCnich spekter. Pomoci monochromatoru se ziska monochromatické zaieni (zafeni
o urcité vlnové délce) a méfi se zména jeho intenzity pii prichodu méfenym vzorkem.
Spektrofotometr je tvofen zdrojem zéafeni, monochromatorem, kyvetou se vzorkem
a detektorem (Obr. 27).

Jako zdroj spojitého zafeni se pro blizkou ultrafialovou oblast nejcastéji pouziva
deuteriovd vybojka. Pro viditelnou oblast to je wolframova nebo halogenova Zarovka.
Monochromatické zafeni se ziska po disperzi hranolem nebo miizkou. Absorbujicim
prostfedim je roztok vzorku umistény v kyveté. Pro méfeni se pouzivaji kyvety z materialu,
ktery neabsorbuje zafeni v nastaveném rozsahu vinovych délek. Pro UV oblast se pouzivaji
kifemenné kyvety a pro viditelnou oblast sklenéné nebo plastové. Velikost absorpce je métena
pomoci fotoclankd.

31



Protoze se jednalo o jednopaprskovy spektrofotometr, musel se nejdiive proméfit tzv.
,blank* (srovnavaci roztok). Ze zdroje vychazi zafeni, které projde kyvetou se srovnavacim
roztokem, kde je zeslabeno a dopada na detektor. Je méfen vznikly fotoelektricky proud,
kterému je ptifazena nulova hodnota absorbance. Po vymén¢ srovnéavaciho roztoku za méfeny
je zméfena absorbance neznamého vzorku.

I() Io,x 1
zdroj ——| monochromator —| kyveta || detektor

Obr. 27 Schéma jednopaprskového UV-VIS spektrofotometru

3.3 Priprava zasobnich roztoku fluorescenénich sond

Na analytickych vahéach bylo navédzeno 9,1 mg barviva AO a kvantitativné pfevedeno
do 100 mL odmérné banky. Po rozpusténi byl roztok doplnén injekéni vodou po rysku. Byl
piipraven zésobni roztok fluorescenéni sondy AO o molarni koncentraci 3,0-10* mol-dm .

Na analytickych vahach bylo navézeno 7,9 mg barviva 4-Di-2-ASP a kvantitativné
ptevedeno do 100 mL odmérné baiiky. Po rozpousténi byl roztok doplnén injekéni vodou
porysku. Byl pfipraven zasobni roztok fluorescencni sondy 4-Di-2-ASP o molarni
koncentraci 2,0-1 0* mol-dm™.

Na analytickych vahach bylo navazeno 151,4 mg barviva NB a kvantitativné pfevedeno do
1000 mL odmérné banky. Po rozpusténi byl roztok doplnén MeOH po rysku. Byl ptipraven
zasobni roztok fluorescenéni sondy NB v MeOH o molarni koncentraci 2,1-10~* mol-dm™.

Na analytickych vahach bylo navazeno 7,5 mg barviva MB a kvantitativné ptevedeno
do 100 mL odmérné banky. Po rozpousténi byl roztok doplnén injekéni vodou po rysku. Byl
pfipraven zasobni roztok fluorescenéni sondy MB o molarni koncentraci 2,010 mol-dm™.

Na analytickych vahach bylo navézeno 6,6 mg barviva F a kvantitativné pfevedeno
do 100 mL odmérné banky a kvantitativné pievedeno do 100 mL odmérné baiky.
Po rozpuiténi byl roztok doplnén 0,1 mol-dm™ roztokem NaOH po rysku. Byl pfipraven
zésobni roztok fluorescenéni sondy F v 0,1 mol-dm™ NaOH o molani koncentraci
2,0-10* mol-dm™.

3.4 Rutinni vyhodnoceni
3.4.1 Stanoveni CMC

CMC mize byt stanovena pomoci tzv. S kifivky (sigmoidni) (Obr. 28). Obecné
vyhodnoceni S kfivky umoziiuje ziskat 3 vyznamné body, ve kterych dochazi
v experimentech ke zméndm (1. zlom, inflexni bod a 2. zlom). Tyto vyznamné body se ziskaji
z Boltzmanovy rovnice po prolozeni grafické zavislosti zminénou S kiivkou.

A -4
y=——rr+4,,

l+e @

kde A; je minimum, A, maximum kfivky, X je inflexni bod.
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V grafu se vyskytuji 3 oblasti, 1. oblast je linearni, nasleduje nérGst s inflexnim bodem
(strmost zavisi na velikosti zmény v systému). Mezi témito oblastmi dochédzi k 1. zlomu
(do tohoto bodu dochézi k vazani kationtovych barviv na negativné nabity tenzid). Za oblasti
naristu se opét vyskytuje linearni oblast. Mezi nimi je 2. zlom, doSlo k nasyceni tenzidu
sondou.

Inflexni bod se ziska tak, ze se druha derivace funkce polozi rovna 0. Je to bod, ve kterém
graf funkce pfechazi z konvexniho tvaru do konkavniho nebo naopak. Te¢na grafu v tomto
bod¢ graf protind. Pii titrovani sondy tenzidem mizeme fict, ze se jedna o bod ekvivalence,
ktery urcuje shodu latkového mnozstvi titrované latky a latkového mnozstvi pfidavaného
¢inidla.

X0, X0 = (A1+Az)/2

y= (Az-A[ )/4dX

y=4A

XOTZdX

Obr. 28 Sigmoidni krivka
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Elektrostaticka interakce kationtového barviva AO s negativné
nabitym polyelektrolytem (HA) ve vodném roztoku

Do plastovych zkumavek bylo ze zdsobniho roztoku napipetovano 300 uL. vodného
roztoku fluorescenCniho Dbarviva akridinové oranze, kone¢na koncentrace barviva
ve zkumavce &inila 1,7-10° mol-dm™. Do kazdé zkumavky bylo pfidano uréité mnoZstvi
vodného roztoku hyaluronanu ze zasobniho roztoku o koncentraci 15 g-dm™ a doplnéno
injekéni vodou na objem 5,3 mL. Byla vytvofena koncentra¢ni fada hyaluronanu o 23
vzorcich od koncentrace 0 g-dm™ po koncentraci 15 g-dm .

Vazebnymi misty hyaluronanu pro kationtova barviva jsou zdporné nabité karboxylové
skupiny podél celého fetézce, interakce barviva s hyaluronanem je elektrostatickd. Interakei
dochazi k vytvofeni komplexu. Tato interakce byla studovdna pomoci méteni relativni
intenzity emise, ktera byla v grafu vynesena proti poméru P/D.

P polymer (vazebnd mista hyaluronanu, koncentrace karboxylovych skupin)

| D I barvivo (koncentrace fluorescenéni sondy)

Vychazelo se z pfedpokladu, ze 1 karboxylové skupiné (COO™) odpovidd 1 molekula
dimeru AO (P/D = 1). Vime, Ze 400 000 g-mol ' HA ma asi 1000 karboxylovych skupin na 1
molekulu AO.

6,0

{1 L 11. I11. V. V.
5.5 -
504 99
- Y
4.5
4.0 4

7 * )
3,5 1 P 09 o

L (au.)

3,0 1 o *)

(=
2.5 - ° °
_ l o
250 1 1 1 //// 1 1 1
0,0 0.2 0, 1 (P/D), 10 100 1000
P/D (-)

Obr. 29 Zavislost intenzity emise fluorescencni sondy AO na podilu koncentraci vazebnych
mist hyaluronanu a sondy. Zleva doprava roste koncentrace vazebnych mist hyaluronanu,
koncentrace fluorescencni sondy je konstantni. Prava cdst osy x je v logaritmickém méritku,
(P/D). je koncovy bod titrace, jeho hodnota cini 2,9
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(P/D). ptedstavuje koncovy bod titrace, je definovan jako pocet vazebnych mist polymeru
HA (karboxylovych skupin) vazanych k jedné molekule barviva AO. Ziskéd se extrapolaci
linearnich ¢asti titraéni kiivky.

Oblast I: prvni bod predstavuje emisi samotného barviva ve vodném roztoku
bez polyelektrolytu (Obr. 29). Prvni piidavek vazebnych mist (COO™ skupin) HA zpiisobi
naruSeni rovnovdhy mezi volnymi monomery a dimery barviva v roztoku, molekuly AO
zaCinaji interagovat s karboxylovymi skupinami.

Oblast II: pokles intenzity emise do koncentrace 0,02 g-dm >, dosaZeno minima u hodnoty
P/D = 2,9 (zaroven je tento bod koncovym bodem titrace (P/D).), v roztoku pievazuji volné
molekuly AO vdimerni formé (tvorba H-agregatll), které nefluoreskuji a spolu se
samozhasenim adsorbovaného AO pftispivaji k poklesu intenzity fluorescence.

Oblast III: nartst intenzity emise, ktery je zplisoben depolymerizaci dimertt AO v roztoku,
vznik monomertl, které zvy3uji intenzitu emise, u koncentrace 1 g-dm> HA bylo dosazeno
maxima pii P/D = 147,2.

Oblast IV: dochézi k dal§imu poklesu intenzity emise do koncentrace 6 g-dm ™ HA, ktery
je pravdépodobné zplsoben repolymerizaci molekul AO (opétovny vznik dimert AO).

Oblast V: dalsi nartst intenzity emise.

Ve fluorescenénim spektru AO se vyskytoval dominantni pik monomerni formy barviva
pii 528 nm. Byl o¢ekavan pik dimeru AO okolo 630 nm, ovSem pik nebyl detekovan.

4,0

3,5 4

ks

3,0 1 §'
RN ;
} %H} .:. o t

1,5 1
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1 50 I I //// I

) ) ) )
0,0 02 0,4 1 10 100 1000
P/D (-)

Obr. 30 Smeérodatna odchylka opakovanych experimentii elektrostatické interakce
hyaluronanu a fluorescencni sondy AO, prava cast osy x je v logaritmickém meéritku
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Opakovanim experimentti elektrostatické interakce hyaluronanu se sondou AO (Obr. 30)
bylo zjisténo, Ze zplsob piipravy vzorkd (zasobni roztoky, fedéni, teplota) ovliviiuje tvar
kfivky. Intenzity emise roztoki s malym obsahem hyaluronanu (leva ¢ast grafu) maji vétsi
smérodatnou odchylku nez roztoky s velkym obsahem hyaluronanu, kde je odchylka
minimalni.

4.2 Elektrostaticka interakce kationtového barviva AO s negativné
nabitym polyelektrolytem (HA) o riizné M,, ve vodném roztoku

Do plastovych zkumavek bylo ze zasobniho roztoku napipetovano 300 pL vodného
roztoku fluorescenCniho Dbarviva akridinové oranze, kone¢na koncentrace barviva
ve zkumavce &inila 1,7-10° mol-dm™. Do kazdé zkumavky bylo pfidano ur&ité mnoZstvi
vodného roztoku hyaluronanu o M, = 106 000 gmol' nebo M, = 253900 g-mol
ze zasobniho roztoku o koncentraci 15 g-dm ™ a doplnéno injekéni vodou na objem 5,3 mL.

Roztoky hyaluronanu o rizné¢ molekulové vaze maji stejnou koncentraci vazebnych mist
(karboxylovych skupin). Z fluorescencnich méfeni vyplyva, Ze hyaluronan o nizs$i molekulové
vaze dosahuje vyssich intenzit emise pro dané poméry P/D.
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Obr. 31 Zavislost intenzity emise fluorescencni sondy AO na podilu koncentraci vazebnych
mist hyaluronanu (o ruzné M,) a sondy. Zleva doprava roste koncentrace vazebnych mist
hyaluronanu, koncentrace fluorescencni sondy je konstantni. Prava Ccast osy x je
v logaritmickém méritku
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4.3 Elektrostaticka interakce kationtového barviva AO s negativné
nabitym polyelektrolytem (HA) v 0,1 mol-dm™ a 0,5 mol-dm™ NaCl

Do plastovych zkumavek bylo ze zdsobniho roztoku napipetovano 300 uL. vodného
roztoku fluorescenéniho barviva akridinové oranze, kone¢na koncentrace barviva
ve zkumavce ¢inila 1,7-10° mol-dm™. Do kazdé zkumavky obsahujici sondu bylo pfidano
uréité mnozstvi hyaluronanu ze zasobniho roztoku v 0,1 mol-dm™ a 0,5 mol-dm~ NaCl
o koncentraci 15 g-dm™ a dopInéno injek&ni vodou na objem 5,3 mL.
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Obr. 32 Zavislost intenzity emise fluorescencni sondy AO na podilu koncentraci vazebnych
mist hyaluronanu a sondy v riiznych prostredich. Zleva doprava roste koncentrace vazebnych
mist hyaluronanu, koncentrace fluorescencni sondy je konstantni. Prava cast osy x je
v logaritmickém méritku

V tomto experimentu (Obr. 32) dochazelo ke stejnym déjtim jako u AO v HA ve vodném
roztoku (Cerna kiivka), ale prostfedi soli tento pribéh mirn€¢ zménilo. Protoze je v roztoku
hyaluronanu stl (NaCl), vytvoii se kolem makroaniontu HA iontova atmosféra malych iontt
(oddisociované protiionty H™ a ionty soli). Tato atmosféra snizuje odpudivy ué&inek
karboxylovych skupin a dochazi ke konformacni zméné polymeru (z rovného fetézce
na stoéeny). Cim je koncentrace soli vyssi, tim vice je schopen se hyaluronan stogit. Efektivni
naboj na kazdém vazebném misté se snizuje s nariistem koncentrace soli, elektrostatické
ptitahovani mezi vazebnym mistem a molekulou barviva se snizuje, a proto miize byt vice
vazebnych mist umisténo kolem dané molekuly barviva. Roztok 0,5 mol-dm™ NaCl ma v&tsi
iontovou silu nez 0,1 mol-dm™ roztok, proto vice brani tvorbé dimeru AQO, intenzita emise je
Vyssi.
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Co se ty&e koncovych boda titrace (P/D)., v roztoku 0,1 mol-dm™> NaCl ma hodnotu 2,9
(stejné jako ve vodg), v roztoku 0,5 mol-dm™ NaCl je asi 1,5. To znamena, e v piipads
0,5 mol-dm™ NaCl je k dispozici na vytvoreni komplexu AO-HA méné vazebnych mist nez
v roztoku s mensim obsahem soli.

4.4 Vliv iontové sily na intenzitu fluorescence AO ve vodném roztoku
hyaluronanu

Do plastovych zkumavek bylo ze zasobniho roztoku napipetovano 300 uL. vodného
roztoku fluorescenéniho barviva akridinové oranze, kone¢na koncentrace barviva
ve zkumavee Ginila 1,13-10°mol-dm™. Do kazdé zkumavky byl piidan hyaluronan
0 M, =106 000 g-mol ', vysledna koncentrace hyaluronanu &inila 0,94 g-dm. Nakonec bylo
pridano urcité mnozstvi roztoku chloridu sodného, lithného, draselného nebo vapenatého
aroztoky byly doplnény injekéni vodou na objem 5,3 mL. Byly vytvofeny 4 koncentraéni
fady soli o rizné velké iontové sile.
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Obr. 33 Ucinek iontoveé sily roztokit soli na intenzitu emise normalizovanou k intenzité pri
nulové koncentraci vodného roztoku soli, prava cast osy x je v logaritmickém meritku

Intenzita emise sondy rostla do koncentrace soli 0,1 mol-l_l, od této koncentrace dochazelo
ke zhaSeni fluorescence v dasledku ptesyceni iontl. Chloridy obecné zhasi fluorescenci.
Z hlediska velikosti ma Ca*" v&tsi iontovy polomér nez kationy Na*, K™ nebo Li". Z lyotropni
fady plyne, e ionty Na' piitahuji velké mnozstvi dipéla vody a maji tedy vétsi solvatadni
obal nez Ca®". Kationy Ca®" zvy3uji iontovou silu (v&tsi stinéni) vice nez Na™ a tlumi tak
expanzi klubka do roztoku, nebot’ snizuje repulzi karboxylovych skupin na fetézci HA.
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Z Hofmeisterovy fady také vyplyva, Zze hydratovangjsi Na' se hif dostava do klubka HA
v roztoku (mé vyssi hodnoty hydratacni entalpie AH). Intenzita emise v pfitomnosti CaCl, je
vys$si nez v ostatnich solich, protoze ma slabsi hydratacni obal a o to vice brani tvorbé dimeru
AO.

4.5 Studium asociace vodného roztoku SDS pomoci fluorescenéni sondy
AO

Do plastovych zkumavek bylo ze zasobniho roztoku napipetovano 300 uL. vodného
roztoku fluorescenéniho barviva akridinové oranze, kone¢na koncentrace barviva
ve zkumavce ¢&inila 1,7-10° mol-dm . Do kazdé zkumavky obsahujici sondu bylo pfidano
ur¢ité mnozstvi tenzidu SDS ze =zasobniho roztoku o koncentraci 0,02 mol-dm™
a 0,05 mol-dm™ a dopln&no injekéni vodou na objem 5,3 mL. Byla vytvofena koncentraéni
fada SDS, prvni roztok neobsahoval tenzid.

AO je hydrofilni sonda, ktera se vyskytuje u okraje polarni ¢asti micely. Byl sledovan vliv
tenzidu na absorp¢ni a fluorescencni spektra této sondy. Tenzid dodecyl siran sodny (SDS)
tvofi ve vodé micelarni agregaty, jehoz hydrofilni ¢asti je siranova skupina a hydrofobni jadro
micely tvoti uhlovodikovy fetézec (dodecyl) (Obr. 34).

hydrofilni ¢ast hydrofobni ¢ast

Obr. 34 Tenzid dodecylsiran sodny

Fluorescen¢ni sonda AO je kationaktivni barvivo a tenzid SDS je nositelem zaporného
naboje, plisobi mezi nimi elektrostatickd interakce. Protoze se jedna o micelarni prostiedi,
hydrofobni interakce zde hraji také roli.

Z absorp¢niho spektra (Obr. 35) miiZzeme vycist, Ze dominantni pik AO ve vodném roztoku
(graf kiivka 1) se nachazi pii 441 nm. Pik pfislusi AO v monomerni formé. Objeveni nového
piku ve spektru pifi 420 nm ukazuje na tvorbu komplexu barviva s tenzidem. Tento pik
odpovida absorpci AO v dimerni formé. Tvorba dimeru akridinové oranzi je pfipisovana
agregaci typu H. U typu H-agregace dochazi k hypsochromnimu posunu v absorpcnim
spektru vi¢i monomeru a dochdzi k G€innému zhaSeni fluorescence. Novy pik mizi
pii koncentraci tenzidu 810~ mol-dm™, jedna se o kritickou micelarni koncentraci SDS.
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Obr. 35 Absorpcni a fluorescencni spektra sondy AO ve vodném roztoku SDS o proménné
koncentraci: (1) 0, (2) 0,02, (3) 0,2, (4) 2, (5) 5 a (6) 8107 mol-dm™

Na fluorescenénim spektru sondy vidime pokles intenzity emise, ktery byl zplsoben
agregaci monomerid AO na dimery pod kritickou micelarni koncentraci SDS. Dimery
nefluoreskuji, proto dochazelo ke zhaseni fluorescence a to uz pti prvnim piidavku povrchove
aktivni latky (Obr. 36). Pokles intenzity emise byl pozorovan do koncentrace tenzidu
5.10° mol-dm™. Za touto koncentraci doslo k prudkému naristu intenzity emise, coZ
odpovida rozmezi koncentraci, kde dochazi u SDS k tvorbé micel (pii CMC). Pravdépodobné
doslo k pferozdéleni molekul AO do monomerni formy, coZ zpiisobilo ostry narlist intenzity
emise. Nadmolekularni Gtvary ziejmé umoznily iontovou interakci mezi sondou a micelarnim
povrchem, aniz by dochazelo k tvorbé dimeru. Nad CMC se intenzita emise ustalila
na konstantni hodnot¢.

Podle rutinniho vyhodnoceni (Obr. 28) bylo z Boltzmanovy rovnice urceno (Obr. 36), ze
CMC tenzidu SDS je 7,47-107 mol-dm™ (inflexni bod), 1. zlom nastal p¥i koncentraci
6,65-107 mol-dm ™, 2. zlom (stav nasyceni) se objevil pfi koncentraci 8,89-10 mol-dm .
Tabulkova hodnota CMC tenzidu SDS &ini 8,2-107 mol-dm™. CMC tenzidu byla zvolena
v inflexnim bodé¢, nebot’ tato hodnota je spravnéjsi (porovnanim s tabulkovou hodnotou).
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300 Model: Boltzmann
1 v= A+ (A FA)/(T + exp((x-X,)/dx))

1 R*= 0,99894
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Obr. 36 Graf zavislosti plochy pod krivkou emisniho zareni na koncentraci tenzidu SDS
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Obr. 37 Fluorescencni spektrum AO ve vodném roztoku 5-107 mol-dm™ tenzidu SDS
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Ve fluorescencnim spektru AO se kromé dominantniho piku monomerni formy barviva
pfi 528 nm objevil novy pik AO v dimerni formé pii 625 nm (Obr. 37). Tento pik byl
zaznamenan v roztoku obsahujici 5-107 mol-dm™ tenzid SDS. Intenzita dimeru byla velmi
mala.

Absorbance monomerni formy barviva AO ve vodném roztoku bez SDS byla vyssi
neZ absorbance dimerni formy AO (Obr. 38). Do koncentrace 0,210~ mol-dm™ absorbance
monomeru i dimeru klesala (tvorba komplexu AO-SDS) a poté vzrostla do CMC. Doslo
k nartstu absorpéniho maxima dimeru. Za CMC tenzidu (asi 8-10° mol-dm™) se absorbance
ustalila na konstantni hodnoté. DoSlo k zna¢nému oslabeni piku dimeru, pievazoval pik
monomerni formy barviva.
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Obr. 38 Zavislost absorbance na rostouci koncentraci vodného roztoku tenzidu SDS
s konstantni koncentraci sondy AQO, Sedy svisly sloupec oznacuje oblast CMC tenzidu

4.6 Vliv polarity prostiedi na intenzitu fluorescence barviva 4-Di-2-ASP

Do plastovych zkumavek bylo ze zasobniho roztoku napipetovano 300 uL. vodného
roztoku fluorescen¢niho barviva 4-Di-2-ASP, kone¢na koncentrace barviva ve zkumavce
&inila 1,13-10 mol-dm . Za u&elem zjistit vliv polarity na intenzitu a polohu emisniho piku
byla vybrana dvé organickd rozpoustédla. Rozpoustédla byla smichéna s injekéni vodou
v rizném objemovém pomeru.
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Polarita roztoku je charakterizovana fyzikdlni aditivni veli¢inou relativni permitivitou.
Pro relativni permitivitu smési plati:

E.ap =€ A My tE g Up,

kde & 4p je relativni permitivita smési, & relativni permitivita rozpousStédla A, &
relativni permitivita rozpoustédla B, z4 molarni zlomek rozpoustédla A ve smési, x5 moldrni
zlomek rozpoustédla B ve smési.

rozpoustédlo &r (pri 25°C)
voda 78,59
MeOH 32,70
EtOH 24,55

Z tabulky plyne, Ze nejvice polarnim rozpoustédlem je voda, nejméné EtOH.

S rostouci relativni permitivitou prostiedi a tedy s rostouci polaritou dochéazi ke zhaSeni
intenzity emitovaného zafeni a k bathochromnimu posunu emisniho maxima (Obr. 39). Smés
organického rozpoustédla MeOH/voda mé vyssi relativni permitivitu neZ smés EtOH/voda.
Z toho vyplyva, ze MeOH je vice polarnim rozpoustédlem nez EtOH. Proto u smési
MeOH/voda je intenzita fluorescence zhasena vice nez u smési EtOH/voda. To mohlo byt
zplisobeno snizenim doby Zivota excitovaného stavu.
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Obr. 39 Zavislost intenzity emise sondy 4-Di-2-ASP na ménicim se podilu objemovych zlomku
organické a vodné faze, zleva doprava roste objemovy zlomek organického rozpoustédla,
objem vody se zmensuje, v priloze zavislost posunu vinové délky emise fluorescence na podilu
objemovych zlomkit organické a vodné faze
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Se snizujicim se obsahem organického rozpoustédla se nariistajici polarita prostfedi kolem
sondy projevila 1 posunem vlnové délky emisntho maxima kniz§im energiim
(Obr. 39 ptiloha). Emise fluorescence sondy 4-Di-2-ASP v MeOH o0 ¢@or; = 100% vykazovala
posun o 3 nm viic¢i fluoroforu v EtOH o @y = 100%. Znamena to, Ze vétsi posun emisniho
maxima byl pozorovan u smési MeOH/voda nez EtOH/voda.

Obr. 40 ukazuje posun emisniho maxima v prostfedi EtOH o 7 nm ke krat§Sim vlnovym
délkam s rostoucim objemovym zlomkem EtOH.
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Obr. 40 Posun hlavniho emisniho maxima fluorescence 4-Di-2-ASP v EtOH k nizsim vinovym
délkam

V absorp¢nich spektrech sondy v prosttedi MeOH doslo k posunu absorpéniho maxima
k vétsim vinovym délkam s rostoucim objemovym zlomkem organického rozpoustédla (Obr.
41). Pti 445 nm se v grafu objevil isosbesticky bod.

Dochazi k tomu, ze latka, ktera ma urcité¢ spektrum, se méni v priitb¢hu na jinou latku s
jinym spektrem. Ob¢ spektra latek se prekryvaji. VSechna spektra pro rizné poméry téchto
latek se pti celkové konstantni koncentraci kiizi. Je to zplisobeno tim, ze pii vilnové délce
445 nm maji stejny extinkéni koeficient. Prisecik spekter se nazyva isosbesticky bod.
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Obr. 41 Zavislost absorbance na vinové délce v prostiedi MeOH

4.7 Vliv iontové sily na intenzitu fluorescence 4-Di-2-ASP ve vodném
roztoku hyaluronanu

Do plastovych zkumavek bylo ze zdsobniho roztoku napipetovano 300 uL. vodného
roztoku fluorescen¢niho barviva 4-Di-2-ASP, koneCna koncentrace barviva cinila
1,13-10° mol-dm™. Do kazdé zkumavky byl piidan hyaluronan o M,, = 106 000 g-mol ",
vysledna koncentrace hyaluronanu &inila 0,94 g-dm . Nakonec bylo pfidano uré&ité mnoZstvi
roztoku chloridu sodného, lithného, draselného nebo véapenatého a roztoky byly doplnény
injekéni vodou na objem 5,3 mL. Byly vytvofeny 4 koncentracni fady soli o rizné velké
iontove sile.

Obr. 42 ukazuje pokles relativni intenzity emise sondy 4-Di-2-ASP s rostouci koncentraci
soli, dochézi ke zhdSeni emitované¢ho zéafeni. Vodny roztok se sondou mé nejvyssi intenzitu
emise. UZ prvni pfidavek soli zpasobi pokles intenzity. V ptipadé LiCl je pokles intenzity
nejmensi a to asi o 1%. Naopak v pfipadé¢ CaCl, doslo k poklesu o 24%. Srovnanim grafu
(Obr. 33) s grafem (Obr. 42) dojdeme k zavéru, ze v ptipadé AO v solich CaCl, zptsobila
nejvetsi nartist intenzity emise, kdezto v pfipadé 4-Di-2-ASP emisi zhdSela nejvice.
Pravdépodobné je to dano charakterem sond, AO je kationtové barvivo, 4-Di-2-ASP ma
amfifilni charakter.
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Obr. 42 Ucinek iontoveé sily roztokit soli na intenzitu emise normalizovanou k intenzité pri
nulové koncentraci vodného roztoku soli, prava cast osy x je v logaritmickéem meritku

4.8 Studium asociace vodného roztoku SDS pomoci fluorescen¢ni sondy
4-Di-2-ASP

Do plastovych zkumavek bylo ze zdsobniho roztoku napipetovano 300 puL. vodného
roztoku fluorescenéniho barviva 4-Di-2-ASP, kone¢na koncentrace barviva ve zkumavce
&inila 1,13-10° mol-dm™. Do kazdé zkumavky obsahujici sondu bylo p¥idano ur¢ité mnozstvi
tenzidu SDS ze zasobniho roztoku o koncentraci 0,02 mol-dm™ a 0,05 mol-dm a doplnéno
injekéni vodou na objem 5,3 ml. Byla vytvofena koncentracni fada SDS, prvni roztok byl
bez tenzidu.

Sonda 4-Di-2-ASP je amfifilni, sklada se z ¢asti hydrofobni a ¢ésti hydrofilni (Obr. 43).
S tenzidem SDS interaguje hydrofobné a to tak, ze se svou hydrofobni ¢asti zacleni
do nepoléarniho jadra micely SDS.
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Obr. 43 Zaclenéni amfifilni sondy 4-Di-2-ASP do hydrofobniho jadra micely SDS

Na obrazku (Obr. 44) je vidét pokles intenzity emise (zhaSeni) s rostouci koncentraci
tenzidu. Pokles do koncentrace SDS 2-10~° mol-dm™ je zpiisoben hydrofobni interakei sondy
s molekulami SDS. Po dosaZeni CMC tenzidu, kdy dochézi ke vzniku micel, se sonda zac¢leni
svou hydrofobni ¢asti do nepolarniho jadra micely. Za CMC dojde ke stavu nasyceni sondou,

intenzita fluorescence se ustavi na konstantni hodnoté.

8
) Model: Boltzmann
y = A, +(A-A)/(1 + exp((x-x,)/dx))
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Obr. 44 Graf zavislosti relativni intenzity emise na koncentraci tenzidu SDS, osa x je

v logaritmickém méritku



Po prolozeni bodu tzv. S kiivkou byla z Boltzmanovy rovnice ur¢ena CMC tenzidu SDS.
Jeji hodnota ¢ini 7,16-107° mol-dm™ (inflexni bod), 1. zlom nastal pii koncentraci
4,08-10° mol-dm™, 2. zlom (stav nasyceni) se objevil pii koncentraci 10,23-10~> mol-dm™.
Tabulkova hodnota CMC tenzidu SDS ¢&ini 8,2-107 mol-dm>. CMC tenzidu SDS byla
zvolena v inflexnim bodég, nebot’ tato hodnota je spravné;jsi (viz tabulkova hodnota).

Nejen Ze doslo ke zméné v relativnich intenzitach emise, ale také k posunu emisniho
maxima ke krat§im vlnovym délkam asi o 8 nm (Obr. 45). Vizualn¢ byla pozorovana zména
zbarveni roztoki ve zkumavkach.
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Obr. 45 Graf zavislosti emisniho maxima na koncentraci tenzdiu SDS, posun emisniho
maxima fluorescence ke kratsim vinovym délkam

4.9 Vliv neutralniho tenzidu TX-100 na fluorescen¢ni vlastnosti sondy
4-Di-2-ASP

Do plastovych zkumavek bylo ze zasobniho roztoku napipetovano 300 pL vodného
roztoku fluorescencniho barviva 4-Di-2-ASP, konecna koncentrace barviva ve zkumavce
&inila 1,13-10° mol-dm . Do kazdé zkumavky obsahujici sondu bylo pfidano ur¢ité mnozstvi
neutralniho tenzidu TX-100 ze =zasobniho roztoku o koncentraci 2,11-10’3 mol-dm™
a doplnéno injekéni vodou na objem 5,3 mL. Byla vytvofena koncentracni fada tenzidu
TX-100, prvni roztok neobsahoval tenzid.
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Sonda 4-Di-2-ASP interaguje (stejn¢ jako v ptipadé SDS) s tenzidem TX-100 hydrofobné.

O
OH

n

Obr. 46 Schéma neutralniho tenzidu TX-100

Fluorescencni méteni (Obr. 47) ukédzalo nardst relativni intenzity emise s rostouci
koncentraci tenzidu TX-100. Sonda s tenzidem interagovala hydrofobné, shlukovala se kolem
molekul tenzidu. Po dosazeni CMC TX-100 doslo k vytvoteni micel, do kterych se sonda
se svou hydrofobni c¢asti zaclenila, hydrofilni cast ziistala v polarnim prostfedi. Intenzita
fluorescence se pii CMC méni skokem. Za CMC se micely nasytily molekulami sondy.
Kromé zmény v intenzité¢ emisniho zafeni byl pozorovan posun emisniho maxima ke kratsim
vlnovym délkdm (k vyS$Sim energiim) o 19 nm (Obr. 47 pfiloha). Srovname-li toto méfeni
s métenim sondy v SDS (Obr. 44, Obr. 45), dojdeme k zavéru, ze sonda v SDS dosahla
niz8ich hodnot emisniho zafeni a doSlo k menSimu posunu emisniho maxima k niz$im
vlnovym délkdm. Pravdépodobné je tenzid TX-100 méné polarni nez SDS a sonda
4-Di-2-ASP tedy vice ,,svitila* v neutralnim tenzidu.
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Obr. 47 Graf zavislosti relativni intenzity emise na koncentraci neutralniho tenzidu TX-100,
v priloze graf zavislosti vinové délky emisniho maxima na koncentraci tenzidu
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Absorpcni méteni ukazalo (Obr. 48), Ze se absorbance sondy s rostouci koncentraci tenzidu
meénila minimdln€. Prvni ptidavek tenzidu zptsobil nepatrny nariist absorbance.

0,60
0,55 1

0,50

470 nm

0,45

0,40 H

__——n
|

/

Absorbance

0,35 1
0,30

0,25 +

0,20 T T —// T T T T T T T T T
-0,001 0,000 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

10° ¢ (mol.dm%)

TX-100

Obr. 48 Zavislost absorpcniho maxima pvi 470 nm na rostouci koncentraci tenzidu TX-100

4.10 Interakce amfifilni sondy 4-Di-2-ASP s polyelektrolytem hyaluronanu
ve vodném roztoku

Do plastovych zkumavek bylo ze zdsobniho roztoku napipetovano 300 puL. vodného
roztoku fluorescenéniho barviva 4-Di-2-ASP, kone¢na koncentrace barviva ve zkumavce
&inila 1,13-10° mol-dm™. Do kazdé zkumavky obsahujici sondu bylo pfidano uréité mnozstvi
vodného roztoku hyaluronanu ze zasobniho roztoku o koncentraci 15 g-dm™ a doplnéno
injekéni vodou na objem 5,3 mL. Byla vytvofena koncentra¢ni fada hyaluronanu o 23
vzorcich od koncentrace 0 g-dm ™ po koncentraci 15 g-dm™.

Amfifilni sonda 4-Di-2-ASP interaguje s hyaluronanem hydrofobn¢.

Zmeéna v absorbancich sondy s rostoucim pomérem P/D byla minimélni (Obr. 49), ale
v piipadé fluorescencniho méfeni dosSlo k nariistu relativni intenzity emise s rostoucim
pomérem P/D. Prvni pfidavky HA nezptsobily zménu v intenzit¢ emisniho zafeni, ale po
dosazeni koncentrace 1 g-dm™ doslo k naristu. Mozna je to dano tim, e intenzita emise
sondy 4-Di-2-ASP je funkci viskozity méfeného roztoku.
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Obr. 49 Zavislost absorbance pri 472 nm a intenzity emise sondy 4-Di-2-ASP na podilu
koncentraci vazebnych mist hyaluronanu a sondy. Zleva doprava roste koncentrace
vazebnych mist hyaluronanu, koncentrace fluorescencni sondy je konstantni, osa x je
v logaritmickém méritku

4.11 Vliv polarity prostiedi na intenzitu fluorescence barviva NB

Do plastovych zkumavek bylo ze zasobniho roztoku sondy NB v MeOH napipetovano
100 pL, kone¢na koncentrace této sondy ve zkumavce byla 4,14-10° mol-dm™. Rozpoustédlo
bylo odpafeno za atmosférického tlaku a poté bylo pfidano urcité mnozstvi rozpoustédla
MeOH, EtOH nebo DMSO a roztoky byly doplnény injekéni vodou na objem 5,0 mL. Byly
vytvofeny 3 koncentracni fady 3 rozpoustédel, prvni roztoky obsahaly jen vodny roztok
sondy.

V grafu (Obr. 50) je pozorovan exponencidlni pokles intenzity emise se sniZzujicim
se objemovym zlomkem organického rozpoustédla. Zména objemu vody ve smési
org. rozpoustédlo/voda od 0% ke 100% vody zptisobila zvySeni polarity prostfedi, ¢imz
se podpofil d¢j zhaSeni emitovaného zatfeni. To mohlo byt zplisobeno sniZzenim doby Zivota
excitovaného stavu.

Se snizujicim se objemovym zlomkem organického rozpoustédla (Obr. 50 ptiloha)
se narustajici polarita okolniho prostifedi kolem sondy projevila i posunem emisniho maxima
k vy$§im vlnovym délkam. Emisni maximum sondy v MeOH o @z = 100% oproti roztoku
bez rozpoustédla o Qo = 0% se posunulo o 11 nm, v EtOH o 8 nm a v DMSO o 2 nm.
Nejvétsi posun maxima byl zaznamenan v MeOH.

51



8 — [ ] L ]
- 6767 L] ® : : : : © [ ] .
7 4 z 6724 < - . .
1 Vg 668 1 * . [ )
64~ 664 © . ®
| e MeOH .
5 6604 ‘ Eptﬁgq ‘ ‘ ‘ ' g
’:? 0 20 40 60 80 100 ® °
&;/ E q)org/waq (%) g
e 4- ®
p— | °® :
( J
3 5 ® 9
] ® o
7 o
_ o u ® McOH
@ ® FEtOH
4 8 e DMSO
) ' ) ' ) ' ) ' ) ' )
0 20 40 60 80 100
Porg — 0% (ng/waq (%) Py = 100%

Obr. 50 Zavislost intenzity emise sondy NB na ménicim se podilu objemovych zlomkii
organické a vodné faze

Zajimavosti je, Ze s klesajici polaritou roztokii (pfi @orz = 90% a 100%) doSlo ke zméné
zbarveni (Pfiloha 3). Zména zbarveni téchto 2 roztokli se projevila ve fluorescennim
a absorp&nim spektru (Obr. 51, Obr. 52). MlZzeme to vysvétlit tim, Ze v DMSO 0 @org = 100%
(zcela bezvodé prostiedi) se nemohou vytvoftit vodikové mustky, coz zplisobi zménu zbarveni
roztoku a posun fluorescen¢nich a absorpénich maxim.

V excitacnim spektru 100% DMSO se objevil kromé dominantniho piku pfi 628 nm novy
pik pfi 492 nm (Obr. 51).

V absorpénim spektru se nachdzi dominantni pik v 638 nm, u 90% roztoku DMSO
se zaCina objevovat novy pik pfi 510 nm, u 100% roztoku DMSO dojde k jeho narlstu.
V grafu se objevil isosbesticky bod pii 555 nm.

Dochazi k tomu, ze latka, ktera ma urcité spektrum, se méni v pritb¢hu na jinou latku, ktera
ma jiné spektrum. Obé& spektra latek se piekryvaji. VSechna spektra pro rizné poméry téchto
latek se pii celkové konstantni koncentraci kiizi. Je to zplisobeno tim, Ze pii vinové délce
555 nm maji stejny extinkéni koeficient. Prusecik spekter se nazyva isosbesticky bod.
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Obr. 51 Emisni a excitacni spektra sondy NB v DMSO s proménnym objemovym zlomkem:
(1) 0, (2) 20, (3) 40, (4) 70, (5) 90 a (6) 100%
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Obr. 52 Absorpcni spektra sondy NB v DMSO s proménnym objemovym zlomkem: (1) 0,
(2) 20, (3) 40, (4) 70, (5) 90 a (6) 100%, v 555 nm se objevil isosbesticky bod
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4.12 Studium asociace vodného roztoku SDS pomoci fluorescen¢ni sondy
NB

Do plastovych zkumavek bylo ze zasobniho roztoku sondy NB v MeOH napipetovano
100 uL, kone&na koncentrace této sondy ve zkumavce byla 4,14-10"° mol-dm™. Rozpoustédlo
bylo odpateno za atmosférického tlaku a poté bylo pfidano urcité mnozstvi tenzidu SDS
ze zasobniho roztoku o koncentraci 0,02 mol-dm ™ a 0,05 mol-dm™ a dopln&no injekéni vodou
na objem 5,0 mL. Byla vytvoiena koncentra¢ni fada SDS, prvni roztok neobsahoval tenzid.
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Obr. 53 Absorpcni a emisni spektra sondy NB ve vodném roztoku SDS o promenné
koncentraci: (1) 0, (2) 5, (3) 6, (4) 7 a (5) 8:10° mol-dm™

Z obrazku (Obr. 53) miizeme vycist, Ze absorpcni maximum sondy NB ve vod¢ (kiivka 1)
se nachazi pfi 635 nm, toto maximum je posunuto do modré oblasti spektra k 590 nm
v pFitomnosti 510 mol-dm™ tenzidu SDS (graf kiivka 2). Objeveni nového piku ve spektru
ukazuje na tvorbu komplexu barviva s tenzidem. Stejna interakce vede k tvorbé dimeru
barviva. Pii vyssi koncentraci SDS (6:107 mol-dm™) se objevi 2 absorpéni piky, jeden
pii 595 nm a druhy pii 635 nm. Novy pik pii 595 nm je oslaben, kdyz se koncentrace SDS
zvysi na 7107 mol-dm™. Naopak pik v 635 nm vzroste. Pik v 595 nm mizi pii koncentraci
SDS 8:10° mol-dm™ (kritickd micelarni koncentrace, CMCspg). Pik v 590 nm ma vyssi
absorbanci nez samotny vodny roztok barviva (kiivka 1).

Fluorescencni spektra ukazuji posun emisniho maxima asi o 10 nm ke kratSim vlnovym
délkam oproti samotnému barvivu ve vodé (maximum pii 673 nm) pii koncentraci SDS mensi
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nez jeho CMC. Intenzita emise postupné klesd. Pfi CMC tenzidu SDS dochézi k posunu asi
0 4 nm k vys$§im vlnovym délkam, dochézi k extrémnimu nérlistu intenzity emise.

Pii koncentraci tenzidu SDS mensi nez CMC pokles intenzity emise ukazuje znacné
zhéaSeni fluorescence. ZhaSeni fluorescence NB pod touto koncentraci je zptsobeno tvorbou
tenzid-barvivového iontového paru (kladn€ nabité barvivo a zaporné nabité monomery
tenzidu), ktery postupné asociuje na agregaty (Obr. 54).

S nariistem koncentrace SDS intenzita emise prudce vzristd a dosahuje konstantni hodnoty
za CMCgps. Narust intenzity emise za CMC muze byt vysvétlen tak, ze vSechny molekuly
barviva jsou prerozdéleny v micelach do monomerni formy a chranény pifed protonovym
prenosovym zhaSenim. Znac¢ny nariist v intenzit¢ emise doprovazeny posunem do modré
oblasti spektra svéd¢i o pravdépodobném umisténi sondy v nepolarnim jadru micel
s hydrofobni ¢asti sondy vtésnané do uhlovodikového jadra micely. Intenzita emise NB
ve vodé je mnohem nizs§i nez intenzita emise v nepolarnich rozpoustédlech (MeOH, EtOH),
coz potvrzuje zaclenéni sondy do nepolarniho jadra micely.

Z Boltzmanovy rovnice bylo uréeno, z¢ CMC tenzidu SDS ¢&ni 7,93-10° mol-dm
(inflexni bod), 1. zlom nastal pfi koncentraci 7,15-107 mol-dm™, 2. zlom se objevil pfi
koncentraci 8,71-10° mol-dm™. Tabulkovd hodnota CMC tenzidu SDS ma hodnotu
8,2-10° mol-dm .

7
Model: Boltzmann
1 y=A,+(A-A)/(1 + exp((x-x,)/dx))
64 R,= 0,99922
A, 001596 +0,0359 % X
A2 5,48739 + 0,04304
5+ X, 7,92629 + 0,0253
4 dx 0,39056 + 0,03356
44
[N
=
<
N
£ 34
’_‘Q)
24
14
X
04 X X
——TTT T — T e —— T
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Obr. 54 Prubéh agregace povrchové aktivni latky SDS studovany pomoci sondy NB

Absorbance monomerni formy barviva NB ve vodném roztoku bez SDS byla vyssi
neZ absorbance dimerni formy AO (Obr. 55). Do koncentrace 0,510 mol-dm™ absorbance
monomeru 1 dimeru klesala (tvorba komplexu NB-SDS) a poté rostla az do CMC. Doslo
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k nartstu absorp&niho maxima dimeru. Za CMC tenzidu (asi 8-10° mol-dm™) se absorbance
ustalila na konstantni hodnoté. DoSlo k znaénému oslabeni piku dimeru, pfevazoval pik
monomerni formy barviva.
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Obr. 55 Zavislost absorbance monomeru a dimeru NB na koncentraci povrchove aktivni latky
SDS, sedy svisly sloupec oznacuje oblast CMC tenzidu

4.13 Spektroskopické studium interakce mezi methylenova modr-
fluoresceinovym komplexem a aniontovym a kationtovym tenzidem

4.13.1 Tvorba komplexu mezi MB a F ve vodném roztoku

Do plastovych zkumavek byla napipetovana sonda fluorescein (o konecné koncentraci
1,0-10° mol-dm™) a sonda methylenova modi o prom&nné koncentraci a roztok byl doplnén
injek¢éni vodou na objem 5 mL.

Sonda methylenovd modf je kationaktivni barvivo, u kterého se ve smési s aniontovym
barvivem fluoresceinem predpoklada elektrostaticka interakce. Ve vodném roztoku
ocekavame tvorbu komplexu [MBM-FO1°,

Na obrazku (Obr. 56) jsou ukazéna absorp¢ni spektra roztoku F obsahujici proménnou
koncentraci MB. Roztok obsahujici jen F ukdzal absorpcni maximum pii 488 nm. Pii prvnim
ptidavku MB se objevil pik této sondy pti 663 nm (pik monomeru barviva) a pii 612 nm (pik
dimeru barviva). Nebyla pozorovana zména ve velikosti absorpce nebo posun absorp¢niho
maxima, isosbesticky bod rovné€Zz nebyl zpozorovan. S rostouci koncentraci MB rostla
absorbance, absorbance F se ménila nepatrné. Vznik komplexu se nepodaftilo prokazat.
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Obr. 56 Absorpcni spektra fluoresceinu (1,0-107 mol-dm™) ve vodném roztoku obsahujici
promeénné mnozstvi methylenové modri: (1) 0, (2) 0,5, (3) 1,0, (4) 1,5 (5) 2,0 a
(6) 3,0-10° mol-dm™ a absorpcni spektra methylenové modfi (1,0-10° mol-dm™) ve vodném
roztoku obsahujici proménné mnozstvi fluoresceinu: (1) 0, (2) 0,5, (3) 1,0, (4) 1,5, (5) 2,0 a
(6) 3,0-10° mol-dm™

4.13.2 U¢inek tenzidi SDS a CTAC na absorpéni spektra MB a F

Do plastovych zkumavek byla napipetovana sonda fluorescein, kone¢né koncentrace ¢inila
1,0-10° mol-dm . Dale bylo piidano uré&ité mnozstvi tenzidu SDS nebo CTAC a doplnéno
injekéni vodou na objem 5 mL. Stejnym zptisobem byla piipravena koncentraéni fada SDS
a CTAC se sondou methylenova modi.

Barva roztoku se sondou se zménila jen pii ptidavku tenzidu, ktery mél opa¢ny naboj nez
molekula barviva (Ptiloha 4). V tomto ptipadé tenzid ovliviiuje elektronové absorp¢ni spektra
barviv.

Obr. 57 a Obr. 58 ukazuji zmény v absorbancich F a MB pfi absorpénich maximech
s ptidavkem tenzidu SDS nebo CTAC.

Obr. 57 znazoriiuje na pocatku ostry pokles absorbance s rostouci koncentraci CTAC
do koncentrace 0,1-10_3 mol-dm™ , poté dochazi k nartistu a od koncentrace 0,5- 10~ mol-dm™
se absorbance ustélila na konstantni hodnot¢é. Aniontové barvivo F elektrostaticky interaguje
s kationtovym tenzidem CTAC, barevna zména roztokil. DoSlo k posunu absorpéniho maxima
k vys§im vinovym délkam (Cerveny posun) od 490 nm (samotna sonda ve vodé) k 501 nm.
V ptipadé F v SDS tento tenzid nemél na absorbanci F témét zadny vliv, nebot’ obé tyto latky
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jsou nositelem zaporného naboje a tudiz spolu neinteraguji (nedoSlo k barevné zméné
roztoki).

Obr. 58 ukazuje, ze absorbance MB ostfe klesa s rostouci koncentraci SDS, dosahuje
minima, pak postupné roste do koncentrace 10-10~ mol-dm™. Absorbance MB nezavisela
na koncentraci CTAC.

Kdyz koncentrace tenzidu postupné roste, absorbance barviv s opaénym nabojem zpocatku
klesa a pak postupné roste. Pfi velmi nizké koncentraci tenzidu (daleko pod CMC) tvorba
tenzid-barvivovych agregatll se zapo¢ne iontovymi pary (D'*S7) a (D°S") a pokraduje
k tenzid-barvivovym agregatim, které jsou reprezentoviny (D™°S7), a (D °S’),. Té&sné
pod CMC se (D™*S), a (D°S"), agregaty reorganizuji do premicel v monomerni formé D"
aD". To ma za nésledek zvySeni absorbanci barviv v této premicelarni oblasti (praveé
pod CMC). Pii dalSim zvySeni kocnentrace tenzidu absorbance dosahuje mezni hodnoty
a vSechny molekuly barviva jsou jiz umisténé do normalnich micel jako monomerni
molekuly.
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Obr. 57 Zavislost absorbance F vztazené k absorbanci pri nulové koncentraci tenzidui jako
funkce koncentrace tenzidu SDS a CTAC, brana absorbance pri absorpcnich maximech
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Obr. 58 Zavislost absorbance MB vztazené k absorbanci pri nulové koncentraci tenzidu jako
funkce koncentrace tenzidii SDS a CTAC, brana absorbance pri absorpcnich maximech

4.13.3 U¢inek tenzidi na absorpéni spektra smési sond MB-F

Do plastovych zkumavek byla napipetovdana sonda fluorescein a methylenova modf
v poméru 1:1, kone¢na koncentrace sond &inila 1,010~ mol-dm ™. Dale bylo pfidano uréité
mnozstvi tenzidu SDS nebo CTAC a doplnéno injekéni vodou na objem 5 mL.

Ocekava se, ze aniontové i kationtové tenzidy ovlivni absorpéni spektra komplexu mezi
kationtovym a aniontovym barvivem skrz interakci mezi aniontovou ¢asti barviva v komplexu
a kationtovym tenzidem a kationtovou casti barviva v komplexu a aniontovym tenzidem
(Ptiloha 5).

Absorpéni spektrum F ve smési sond se srostouci koncentraci SDS téméf neménilo,
naopak kationtové barvivo MB interagovalo s aniontovym tenzidem SDS stejné¢ jako na
Obr. 58.
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Obr. 59 Absorpcni spektra smési sond fluoresceinu (1,0-107 mol-dm™) a methylenové modri
(1,0-10° mol-dm™) ve vodném roztoku obsahujici proménné mnozstvi tenzidu SDS: (1) 0,
2) 0,5, (3) 1,5, (4) 2,5, (5) 5,0, (6) 10 a (7) 15-107 mol-dm™

Kdyz koncentrace CTAC rostla, absorbance F postupné klesala a pak rostla s dal§im
narastem koncentrace tenzidu (Obr. 60). Oproti tomu absorbance MB rostla s rostouci
koncentraci tenzidu, pak doslo k poklesu. Srovnanim s obrazky Obr. 57 a Obr. 58 dojdeme
k zavéru, Ze se v tomto pokusu ménily absorbance obou sond pii piidavku tenzidt (Obr. 61).

Absorbance F klesa a v ptipadé MB roste s rostouci koncentraci CTAC. V této oblasti jsou
tvofeny iontové pary mezi F a CTAC a agregaty iontovych part s rostouci koncentraci CTAC.
Za touto oblasti absorbance F dale roste a ustavuje se na konstantni hodnoté, zatimco
absorbance MB klesa.
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Obr. 60 Zavislost absorbance barviv na koncentraci CTAC
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Obr. 61 Absorpéni spektra smési sond fluoresceinu (1,0-107 mol-dm™) a methylenové modi
(1,0-10° mol-dm™) ve vodném roztoku obsahujici proménné mnozstvi tenzidu CTAC: (1) 0,
(2) 0,08, (3) 0,2, (4) 0,4 a (5) 1,8-10° mol-dm™
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5 ZAVER

Diplomova priace méla byt zaméfend na experimenty s koloidy na bazi hyaluronanu,
zejména alkylovaného, zahunujicich i1 studium vlivu zplsobu substituce. M¢étfeni bylo
provadéno jen s nativnim hyaluronanem, nebot’ modifikovany nebyl v dostatecném mnozstvi
k dispozici.

Pro studovani hydrofilnich oblasti zejména polyelektrolytd byly pouzity fluorescencni
sondy, které se na studovanou latku vazou nekovalentné a méni pfitom své fluorescencni
vlastnosti.

Byl zkoumén vliv iontové sily na fluorescencni vlastnosti kationaktivni sondy AO a
amififilni sondy 4-Di-2-ASP. V piipadé AO srostouci iontovou silou rostla intenzita
fluorescence, od koncentrace 0,1 mol-dm™ dochazelo ke zhaeni z divodu presyceni ionty
soli. Sul CaCl, nejvice zvySovala iontovou silu a nejvice brzdila tvorbu dimeru AO. Navic
tato stl nejvice branila repulzi karboxylovych skupin a expanzi klubka HA do roztoku.
Naopak emise barviva 4-Di-2-ASP se nejvice zhéasela s pridavkem CaCls.

Vliv polarity byl zkouman pomoci sond 4-Di-2-ASP a NB v organickych rozpoustédlech

MeOH, EtOH a DMSO. Tato rozpoustédla byla michana v rizném objemovém poméru
s vodou od 0 do 100 obj.%, byla tak vytvorena polaritni Skala. Okolni prostfedi zplsobilo
narust dipolového momentu v excitovaném stavu a reorientaci molekul rozpoustédla kolem
4-Di-2-ASP. Doslo k bathochromnimu posunu emisniho maxima, v MeOH/voda byl vétsi nez
u smési EtOH/voda. Emisni zafeni bylo vice zhaseno v roztoku MeOH/voda, coz mohlo byt
zpusobeno snizenim doby zivota excitovaného stavu. U sondy NB doslo také ke zhaseni
emise srostouci polaritou prosttedi a bathochromnimu posunu. Nejvétsi posun byl
zaznamenan v MeOH, nejmensi v DMSO. Zajimavosti je, ze s rostouci polaritou doslo ke
zméné zbarveni roztokll. Roztok DMSO s objemovym zlomkem 100% je zcela bezvodé
prostiedi a proto nemohou byt vytvoreny vodikové mustky. Diky tomu se v absorpénim
spektru objevil isosbesticky bod.
Sondy AO, 4-Di-2-ASP a NB byly pouzZity pro studium asociativnich vlastnosti v
jednoduchém micelarnim systému povrchové aktivnich latek SDS a TX-100. Kationaktivni
sonda AO elektrostaticky interaguje s tenzidem a drZi se u povrchu micely. Naopak sondy
4-Di-2-ASP a NB se se svou hydrofobni ¢asti zaclenily do nepolarniho jadra micely SDS.
ProloZenim bodl v grafu tzv. S kiivkou byly z Boltzmanovy rovnice uréeny hodnoty CMC
tenzidu SDS. V ptipadé systému AO v SDS jeji hodnota &ini 7,47-10° mol-dm™, tabulkova
hodnota CMC tenzidu ¢&ini 8,2-10° mol-dm™. Pro systém 4-Di-2-ASP v SDS je
7,16-10 mol-dm a pro systém NB v SDS ma hodnotu 7,93-10~ mol-dm .

Pii titraci sondy AO hyaluronanem zplsobily prvni pfidavky vazebnych mist (COO™
skupin) tvorbu dimertt AO, byla narusena rovnovéha mezi volnymi monomery a dimery AO
v roztoku. V pribéhu interakce sondy s hyaluronanem bylo v grafu dosazeno dvou minim,
jedno odpovida nasyceni barvivem a o vyskytu druhého se spekuluje. Roztoky hyaluronanu o
ruzné molekulové vaze maji stejnou koncentraci vazebnych mist (karboxylovych skupin).
Z fluorescen¢nich méteni vyplyva, ze hyaluronan o nizsi molekulové vaze dosahuje vysSich
intenzit emise pro dané poméry P/D. Co se ty&e hyaluronanu v roztoku soli, 0,5 mol-dm
NaCl m4 vé&tsi iontovou silu nez 0,1 mol-dm™ roztok, proto vice brani tvorbé dimeru AO,
intenzita emise je vysSi. Z grafii byly ziskdny koncové body titrace (P/D)., v roztoku
0,1 mol-dm™ NaCl ma hodnotu 2.9 (stejn& jako ve vodg), v roztoku 0,5 mol-dm ™ NaCl je asi
1,5. To znamena, Ze v ptipadé 0,5 mol-dm™> NaCl je k dispozici na vytvofeni komplexu
AO-HA mén¢ vazebnych mist nez v roztoku s mensim obsahem soli. V ptipadé 4-Di-2-ASP
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v roztoku hyaluronanu se fluorescence zpo&atku neménila, ale od koncentrace 1 g-dm™ doslo
k narGstu intenzity emise.

Sondy methylenovda modi a fluorescein byly pouzity pro spektroskopické studium
interakce mezi methylenova modi-fluoresceinovym komplexem a aniontovym a kationtovym
tenzidem. U smési sond ve vodném roztoku se nepodatilo prokazat tvorbu komplexu. Je
mozné, ze komplex nebyl vytvoren kviili nizké koncentraci sond nebo ze stérickych divoda.
Teoreticky by se vytvofenim komplexu sniZila energie systému a doSlo by k posunu do
cervené oblasti spektra, coz nebylo zaznamenano. Absorbance samotné methylenové modfi a
fluoresceinu se ménily jen s piidavkem tendzid( s opaénym nabojem. Absorbance smési
MB-F se meénila s pfidavkem tenzidu CTAC, piidavek SDS do smési zpusobil jen zménu
absorp¢niho spektra MB.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PAL

Z2O0POr s 88

povrchovée aktivni latka

kriticka micelarni koncentrace

molekulova hmotnost

energie

absorbance

objemovy zlomek organické faze

objemovy zlomek vodné faze

totalni integral

relativni intenzita emise

polymer (vazebna mista)

»dye (barvivo, fluorescen¢ni sonda)

,,surfactant” (tenzid)

Frank-Condontv stav

relaxace rozpoustédla

kvantovy vytézek fluorescence za neptitomnosti zhasela
kvantovy vytézek fluorescence za ptitomnosti zhasela
¢as vyhasinani fluorescence bez zhéasela

¢as vyhasinani fluorescence za piitomnosti zhaSedla
bimolekularni zhaSeci konstanta

koncentrace zhasela

singletovy zakladni nebo excitovany stav

dimer barviva

monomer barviva
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8 PRILOHY

Ptiloha 1 Luminiscencni spektrometr, AMINCO-Browman, Series 2

67



Ptiloha 4 Sonda F' v tenzidu CTAC, zleva doprava roste koncentrace CTAC

Ptiloha 5 Smeés sond F-MB v CTAC, zleva doprava roste koncentrace CTAC
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