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ABSTRAKT

Byl zkouman vliv koncentrace kationaktivniho tenzidu a vliv iontové sily na anizotropii
fluorescence sond difenylhexatrienu a fluoresceinu v systému s kationaktivnim tenzidem a
v systému kationaktivniho tenzidu s hyaluronanem. Méfeni bylo provedeno metodou
fluorescencni spektroskopie. ZjiSténd anizotropie poskytuje informace o mikroviskozité
zkoumanych systému. Dale byl zkouman systém kationaktivniho tenzidu s hyaluronanem pfi
pouziti sond 9-(2-karboxy-2-kyanovinyl)julolidin, 4-(dikyanovinyl)julolidin a
1,3-bispyrenylpropan. Informace o mikroviskozité mikroprosttedi udava integral pod emisni
kfivkou u 9-(2-karboxy-2-kyanovinyl)julolidinu a 4-(dikyanovinyl)julolidinu a pomér
excimer/monomer u 1,3-bispyrenylpropanu. Bylo zjisténo, ze vliv iontové sily na anizotropii
difenylhexatrienu a fluoresceinu se projevil pouze pii prvnim piidavku soli, tj. pfi iontové sile
0,025 mol dm™ a 7e ptidavek hyaluronanu ma vliv na anizotropii difenylhexatrienu a

fluoresceinu  pouze ve  vzorcich bez  pfidané  soli.  Vysledky  méfeni
s 9-(2-karboxy-2-kyanovinyl)julolidinem a 4-(dikyanovinyl)julolidinem popisuji vznik
agregatii kationaktivniho tenzidu s hyaluronanem a charakterizuji tyto agregaty

s hyaluronanem z hlediska mikroviskozity.

ABSTRACT

The effect of cationic surfactant concentration and ionic strength on anisotropy of
fluorescence of probes diphenylhexatrien and fluorescein has been investigated in the system
of cationic surfactant and in the system of cationic surfactant and hyaluronan. The
investigation has been done by fluorescence emission spectroscopy. Obtained anisotropy
gives information about microviscosity of investigated systems. Subsequently the system of
cationic ~surfactant and hyaluronan has been investigated by 9-(2-carboxy
2-cyanovinyl)julolidine, 4-(dicyanovinyl)julolidine and 1,3-bispyrenylpropane probes. The
information about the microviscosity of the system gives the integral under the emission
curve of 9-(2-carboxy-2-cyanovinyl)julolidine and 4-(dicyanovinyl)julolidine and the ratio
between excimer and monomer of 1,3-bispyrenylpropane. It has been discovered that the
ionic strength influences the anisotropy of diphenylhexatrien and fluorescein only in the fist
addition of salt (concentration 0,025 mol dm™) and that addition of hyaluronan influences the
anisotropy of diphenylhexatrien and fluorescein only in samples without addition od salt.
Results of measurment with 9-(2-carboxy-2-cyanovinyl)julolidine and
4-(dicyanovinyl)julolidine describe the formation of aggregates of catinoc surfactant with
hyaluronan and characterize these aggregates from the point of microviscosity.

KLiCOVA SLOVA

hyaluronan, 9-(2-karboxy-2-kyanovinyl)julolidin, 4-(dikyanovinyl)julolidin
1,3-bispyrenylpropan, difenylhexatrien, CCVJ, DCVJ, DPH, P3P, fluorescein,
mikroviskozita, CTAB, iontova sila, fluorescen¢ni spektroskopie, anizotropie

KEYWORDS

hyaluronan, 9-(2-carboxy-2-cyanovinyl)julolidine, 4-(dicyanovinyl)julolidine,
1,3-bispyrenylpropane, diphenylhexatrien, CCVJ, DCVJ, DPH, P3P, fluorescein,
microviscosity, ionic strength, fluorescence spectroscopy, anisotropy



VASICKOVA, K. Mikroviskozitni sondy ve studiu agregaci systému biopolymer-tenzid. Bro:
Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemickd, 2010. 42 s. Vedouci bakalarské prace
Ing. Filip Mravec, Ph.D.

PROHLASEN{

Prohlasuji, ze jsem bakalafskou praci vypracoval samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a Uplné citoval. Bakalaiska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a miize byt vyuzita ke komer¢nim uceliim jen se souhlasem vedouciho
bakalarské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Podékovani:

Radda bych podékovala Ing. Filipovi Mravcovi, Ph.D.
a Ing. Tereze Halasové za odborny dohled a zastiteni
moji prdce, za trpélivost, obétavou spolupraci a
kreativni rady v prubéhu celé prace.



UVOD ..ttt sttt ettt ettt 7
TEORETICKA CAST.....iiiiiiiieiiiieiieceiie e 9

. 1. Kyselina hyaluronova, hyaluronan...............cccoecueeviieriiiiiienieeiieeeeeeee e 9
2. 1. 1. HISEOTIE ...ttt e 9
2.1.2. Chemickd StIUKTUTA .......ooiiiiiieiiiiieecceeeee et 9
2.1.3. VFSKYE ettt 10
.2, TENZIAY ...ttt et ettt ettt et et e e enee 10
2.2.1 Amfifilni struktura tenzidl..........ccccoeviiininininnce 10
2.2.2 IMIICRLY ..ttt ettt ettt ettt ettt et e bt e 11
2.2.3 Klasifikace tenzidl.........cocceereeiiiiiiniiinieeceecceee e 11
3. FIUOT@SCOMNCE .....eenieiie ettt et sttt e st eaee e 13
2.3. 1. VNItInd KONVEIZE......couvoiiiiiiiiiiiiiiiicicicccce e 14
2.3.2. Mezisystemovy Prechod. ........ooviiiiieiiiiiiee e 14
2.3.3. Doba trvani eXcitovan€ho StaAVU ........ccoecveieriirinininineeeceeeeeceee e 15
2.3.4. KVantovy VIEZEK.......ooiuiiiiiiiieeeee e 16
2.3.5. Fluorescencni SONAY .........ccueevuiiiiiiriiieiiecieeie et e 16
2.3.6. VISKOZITA. ..ottt 16
2.3.7. MIKTOVISKOZIEA «....oouiiniiiiiieiiiiceiecccce et 17
2.3.8. Mikroviskozitnl SONAY.........cecuieiiiiiiiiiiiieiiee e 18
2.3.9. ANIZOropie fIUOTESCENCE. ... .cuviereiieiieeiiieiie et eeee ettt ere e e e e eee 20
EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 22

L PouZité ChemiKAlIe ......ccevviriiiiiiiiiiieece e 22
.2, Postup piipravy vzorkill a jejich mefent.........cooceevieiiiiiniiiiiiiiniicieeeee 22
3.2. 1. KalibraCni Tady ......cccveevvieiiieiieeie ettt 22
3.2.2. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku, vliv iontové sily na
anizotropii DPH @ fIUOT@SCEOINU........cccuiiiviiiiieiiieiieiie ettt e 22
3.2.3. Vliv vzristajici koncentrace CTAB a iontové sily v roztoku s konstantni
koncentraci hyaluronanu na anizotropii DPH a fluoresceinu...........ccccceceevieveniencninnnen. 23
3.2.4. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku s konstantni koncentraci
hyaluronanu na intenzitu fluorescence CCVJ a DCVJ a pomér excimer/monomer P3P. 23
3. IMELOMA. ...ttt ettt et et e et e ate et esaeeenee 23
3.3. 1. KalibraCnd Tady ......cccueevuieriiiiieeie et 23
3.3.2. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku, vliv iontové sily na
anizotropii DPH @ fIUOT@SCEOINU........cccuiiiiiiiiiiiiieieeiie et 24
3.2.3. Vliv vzristajici koncentrace CTAB a iontové sily v roztoku s konstantni
koncentraci hyaluronanu na anizotropii DPH a fluoresceinu...........ccccceceveevenienceeennen. 24
3.2.4. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku s konstantni koncentraci
hyaluronanu na intenzitu fluorescence CCVJ a DCVJ a pomér excimer/monomer P3P. 24
4. Vysledky @ diSKUZE.........oovuiiiiiiiieiee e 25
3.4. 1. KalibraCni Tady ......cccveeevieiiiiiieeie ettt 25
3.4.2. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku, vliv iontové sily na
anizotropii DPH @ fIUOT@SCEINU........cccuiiiuiiiiieiiieiieiie ettt e 28
3.4.3. Vliv vzristajici koncentrace CTAB a iontové sily v roztoku s konstantni
koncentraci hyaluronanu na anizotropii DPH a fluoresceinu...........ccccceceveeveniencniennen. 30
3.4.4. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku s konstantni koncentraci
hyaluronanu na intenzitu fluorescence CCVJ a DCVJ a pomér excimer/monomer P3P. 32
3.4.5. Porovndni vysledkill..........ccooiiiiiiii e 34



5.
6.
7.

SEZNAM POUZITYCH ZDROJIU ..o senenenes
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU ..o

Seznam zkratek ..

Seznam symbola



1. UVOD

Biopolymery jsou pfirodni latky polymerniho charakteru neboli biomakromolekuly, které
tvofi zaklad zivych soustav. Patii mezi né proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny a
kaucuk. Nasledujici prace se zabyva jednou vyjimeénou makromolekulou, kyselinou
hyaluronovou a studiem jejich interakci s kationaktivnim tenzidem CTAB za pouziti
mikroviskozitnich fluorescencnich sond.

Kyselina hyaluronova je bila praskovita latka bez zapachu, siln¢ hydrofilni. Jeji struktura a
chovani v roztoku jsou soustavné zkoumény uz od roku 1934, kdy ji Karl Meyer objevil [1].
Je to télu vlastni latka, tzn., Ze neni cytotoxickd, imunogenni ani teratogenni, a proto je jeji
primyslové vyuziti Siroké. Pouziva se napf. v potravinafstvi, farmacii a medicin€ (prostiedky
na hojeni ran) a v neposledni fad¢ také v kosmetickém primyslu.

Interakci sodné soli kys. hyaluronové (NaHya) a alkyltrimethylammonium bromidi o
ruznych délkéch fetézce se zabyvali Kyrre Thalberg a Bjorn Lindman [2]. Ke studiu téchto
interakci pouzili métfeni fdzové separace, konduktivity, NMR vlastni difuze a solubilizaci
barviv.

M¢étenim fazové separace bylo zjisténo, ze interakce NaHya a alkyltrimethylbromidi
s vétsSim poctem uhlikii nez deset Casto vede k fazové separaci. Pro tenzidy s nizSim poctem
uhlika je energeticky vyhodnéjsi tvofit v roztoku volné micely a s hyaluronanem nereagovat.
Nejnizsi hodnota koncentrace tenzidu, pfi niz vznik4 srazenina, koreluje s CMC. Vzhled
vzniklé sraZeniny je zavisly na koncentraci tenzidu-od lehké opalescence az do mlécné
srazeniny. Srazenina je vysoce viskdzni, prechazi na gel.

Vysledky métfeni konduktivity mapuji pocatek interakci mezi tenzidy a hyaluronanem,
navazani tenzidu na NaHya a konec vazného regionu. Kiivka zavislosti vodivosti na
koncentraci tenzidu je v pfipad¢, Ze tenzid s NaHya nereaguje, linearni. Pokud reaguje,
objevuji se v této kiivce dva zlomy-dveé dalsi linearni oblasti. Prvni zlom pii koncentraci c;
znamena pocatek vazani, druhy zlom pii koncentraci ¢, znamend konec vazného regionu. Pfi
tomto méfeni bylo také zjiSténo, ze smérnice kiivky zéavislosti vodivosti na koncentraci
tenzidu vroztoku sNaHya je niz§i neZ vroztoku samotného tenzidu z divodu
elektrostatickych interakci. Dale bylo zjiSténo, Ze ¢ast bromidd (25%) nasleduje tenzid
(TTA") ve vazani se na NaHya.

Mérenim NMR difuse bylo zjiSténo, Ze pii nizkych koncentracich tenzida je difusni
koeficient témérf konstantni, asi o 16% mensi nez v ¢isté vodé. Od koncentraci tenzidu 60 mM
se difusni koeficienty snizuji-tenzid se zaCina vazat na NaHya.

Solubilizacnimi experimenty s Oranzi OT, kterd neni rozpustna v kys. hyaluronové byly
ziskéany solubiliza¢ni zony. Prvni zona je od koncentrace tenzidu 0,3 mM do 1,4 mM (TTAB),
coz znamend, ze se tenzid navazal na hyaluronan a vytvotil se komplex, ktery je toto barvivo
schopny rozpustit. Od koncentrace 0,7 mM CTAB dochazi k fazové separaci, vysledky
solubilizace po této hodnoté odpovidaji kapaliné nad srazeninou. Pfi vytvéieni sraZeniny
piidavany TTAB castecné interaguje a ¢astecné je v roztoku piitomen jako volny monomer,
nedochézi tedy k rozpusténi barviva. Po ptekroceni CMC v supernatantu dochazi k vytvoreni
micel a solubilizace barviva prudce vzroste.

Provedenymi experimenty bylo zjiSténo, Ze interakce tenzidi a hyaluronanu vede
k vytvoreni agregatii podobnych micelam, které jsou navazany na fetézci polyelektrolytu,
avsak jsou mensi nez odpovidajici volné micely.

Kyrre Thalberg, Bjorn Lindman a Gunnar Karlstorm dale zkoumali fazové chovani
systému kationaktivniho tenzidu a anionaktivniho polyelektrolytu z hlediska vlivu ptfidané
soli [3]. Zkoumanym systémem byl hyaluronan sodny o rizné¢ molekulové vaze, CTAB a



NaBr. Bylo zjisténo, ze pti koncentraci soli vétsi nez 250 mM nedochazi k fazové separaci,
ale pfi koncentraci NaBr vétsi nez 500 mM se fazova separace milze znovu objevit-je ovSem
zcela odlisného charakteru nez fazova separace dosazena pii nizkych koncentracich soli.

Prezentované fazové diagramy ukazuji, Ze pfidavek soli vede ke zmenSeni dvoufazové
oblasti oproti roztoku bez soli, predevsim z diivodu elektrostatickych interakei. Z vysledku je
také patrné, Ze NaHya miize vazat vice tenzidu v pfitomnosti soli, ovSem elektrostatické
interakce v roztoku jsou pfidavkem soli sniZzeny a zvySujici se koncentrace soli dokonce
zpusobuje zvySeni poméru naboje CTAB a NaHya v koncentrovanéjsi fazi a snizeni
koncentrace NaHya, coZz znamend, ze vétSina interakci mezi NaHya a tenzidem je
elektrostatické povahy.

Dale bylo zjisténo, Ze rozdilnd molekulovd hmotnost NaHya nema na fazovou separaci
témét zadny vliv. Tenzid CTAB, pouZity v tomto experimentu, je pouZivan pii zkoumani
agregaci systému biopolymer-tenzid v néasledujici praci.

Kyrre Thalberg a spol také studovali systém kationaktivniho tenzidu a anionaktivniho
polyelektrolytu pomoci ¢asové rozlisené¢ fluorescence [4]. Spektra pyrenu byla v tomto
ptipadé stejna v roztoku samotného tenzidu i v roztoku po pfidani NaHya, coz znamena, Ze
ptidavek NaHya nijak neovlivni tvorbu micel. Doba zivota fluorescence pyrenu byla
naméiena vyssi se zvySujici se koncentraci NaHya, coz se da vysvétlit dvojim zpisobem. Bud’
tak, ze polyelektrolyt nahradi bromidové ionty, které funguji v roztoku jako zhasec, a proto se
doba Zivota fluorescence prodlouzi, nebo tak, Ze prostiedi uzaviené micely chrani pyren pred
kyslikem v roztoku, ktery také ptisobi jako zhasec.

Metodu fluorescence pouzival také Evertsson a spol ve svém vyzkumu mikrostruktur
formovanych v roztoku hydrofobni modifikované neionické celuldzy a tenzidu SDS [5]. Pii
tomto méfeni byla pouzita technika tzv. steady-state fluorescence, neboli fluorescence za
ustaleného stavu, k dosazeni informaci o mikroprostfedi roztoku hydrofobni modifikované
neionické celuldzy a tenzidu SDS. Pfi méteni byly pouZity tyto sondy: pyren pro informace o
mikropolarité, a 1,3-bispyrenylpropan (P3P) pro informace o mikroviskozité. Bylo zjisténo,
Ze pomér intenzit pasu monomeru ku pasu excimeru je v polymernich micelach mnohem vétsi
nez v micelach samotného SDS (12-13), jejich vnitini prostfedi je tedy viskdzngjsi, témet
rigidni. S pfidavky SDS mikroviskozita roste. S rostouci mikroviskozitou mirné klesa
mikropolarita micel (I;/I3 pomér u pyrenu klesa).

Mikroprostiedim micel se zabyval také Osman a spol. [6]. Ve svém experimentu zkoumal
micely biosurfaktantu (biologicka povrchové aktivni latka) surfaktinu pomoci fluorescenéni
spektroskopie za pouziti sondy P3P. Mikroviskozita micel surfaktinu roste pti pH 6 a také se
zvysujici se teplotou.

Donner a spol. [7] se zabyvali obecné spektrofluorimetrickymi metodami méfeni
mikroviskozity v potravinovych systémech. Zaméfili se na tfi metody: anizotropie, zhaseni
fluorescence a tvoreni intramolekuldrnich komplext. Jako fluorescen¢ni sondy pro tyto
metody byly pouzity difenylhexatrien (DPH), pyren a P3P.

Metodou anizotropie se podrobné zabyval Marangoni [8], slouzila mu jako nastroj
k uréeni mikroviskozity v potravinovych systémech. Pouzival sondu DPH.

Thorsteinsson a spol. [9] pouzil k vyzkumu CMC detergentii také metodu fluorescencni
anizotropie. Samotny fluorescein ma nizkou hodnotu anizotropie, zatimco fluorescein
navéazany na molekulu tenzidu mé hodnotu anizotropie vyssi, tato metoda je tedy vhodna pro
uréeni CMC ruznych tenzidu.



2. TEORETICKA CAST

2. 1. Kyselina hyaluronova, hyaluronan

2.1.1. Historie

Kyselina hyaluronova byla poprvé popsana Karlem Meyerem, ktery ji izoloval z o¢niho
sklivce hovéziho oka [10]. Jeji nazev pochazi z fe€tiny, kde hyalos znamena sklovity. Meyer
a Palmer vroce 1934 zkoumali strukturu této nové latky a zjistili, Ze obsahuje kyselinu
uronovou a glukosamin a neobsahuje sulfoestery [11]. Také zjistili, Ze pfi fyziologickém pH
jsou vSechny karboxylové skupiny disociovany. Proto byl tento polysacharid nazvan
kyselinou. Soli jsou oznacovany jako hyaluronany.

V pribéhu 40. let byl hyaluronan izolovan z mnoha zdrojti jako jsou oc¢ni sklivec, kloubni
tekutina, pupecni $nira, kiize, kohouti hiebinky a také ze streptokokii. Fyzikalné-chemicka
charakterizace hyaluronanu probihala v 60. letech. Bylo zjisténo, Ze molekulova hmotnost
hyaluronanu je v fadech n¢kolika milionti a v roztoku se fetézec chova jako ndhodné svinuta
stuha s primérem ~ 500 nm [12][13]. Tvar molekuly hyaluronanu v roztoku je ovlivnén
plsobenim kombinace chemické struktury disacharidu, vnitinich vodikovych mustkl, a
interakcemi s rozpousStédlem [14]. Axidlni vodikové atomy tvofi nepolarni, relativné
hydrofobni cast, zatimco ekvatoridlni fetézec tvoii polarn€jsi, hydrofilni cast. Molekula pak
vypada jako stoCena stuha. To mé za nésledek, ze i v nizkych koncentracich pod 0,1 %hm. mé
roztok vysokou viskozitu. Tyto vlastnosti umoziuji hyaluronanu regulovat rovnovahu vody a
osmoticky tlak, interagovat s proteiny, zachycovat makromolekuly, plsobit i jako lubrikant a
stabilizovat molekuly navazané v siti hyaluronanu elektrostatickymi interakcemi.

Vroce 1972 bylo objeveno, Zze hyaluronan interaguje s chrupavkovymi proteoglykany
a slouzi jako hlavni strukturni ,,patet chrupavky. Toto byl prvni piiklad specifické interakce
hyaluronanu s proteinem. Od té doby jich bylo objeveno jest¢ mnoho [15][16][17][18]. Po
roce 1980 se vyzkum rozdé¢lil na vice Casti, hlavné proto, ze se predpokladalo, Ze hyaluronan
patii k proteoglykanim a jeho biosyntéza tudiz probihd podobné. DalSim mylnym
predpokladem bylo, ze tato biosyntéza probiha v Golgiho aparatu. Pozdé¢ji bylo dokazano, ze
hyaluronan je syntetizovan v plazmatickych membranach a fetézec je pak piimo vytlacovan
do extracelularni matrix.

Balazs v roce 1982 vyvinul prvni primyslové pouzivanou metodu separace hyaluronanu a
podatilo se mu vyprodukovat hyaluronan pro komercni pouziti jak v ocni chirurgii, tak jako
preparat na doplnéni kloubnich tekutin. V pribéhu 80. let byly objeveny na bunécném
povrchu proteiny vazajici hyaluronan a v pribéhu 90. let byly intenzivné studovany zejména
z divodu predpokladu, Ze jsou i na povrchu rakovinnych bunék. Funkce nekterych bilkovin
vazajicich hyaluronan je dodnes neobjasnéna. V 90. letech byly také zrtznych zdroja
ziskavany hyaluronansyntdzy, kazda schopnd vyprodukovat hyaluronan rizné molekulové
hmotnosti a vlastnosti.

2.1.2. Chemicka struktura

Hyaluronan se skladd ze zakladnich disacharidovych jednotek tvotenych D-glukuronovou
kyselinou a D-N-acetylglukosaminem, které¢ jsou spojeny dohromady stiidave ptes -1,4 a 3-
1,3 glykosidickou vazbu (Obr. 1). Pocet opakujicich se disacharidovych jednotek v molekule
hyaluronanu dosahuje 10* nebo i vice.

Ve fyziologickém roztoku je kostra hyaluronanu vyztuzena kombinaci chemické struktury
disacharidu, vnitfnimi vodikovymi vazbami a interakcemi s rozpoustédlem. Hyaluronan
ve vod¢ ma stuzce podobnou sekundérni strukturu. Opaéné strany stuzky jsou identické, a to
hyaluronanu umoziuje agregovat ve vod¢ pomoci specifickych interakci a vytvaret sitované



struktury dokonce 1 pfi nizkych koncentracich. Ve fyziologickych roztocich tvoii hyaluronan
nahodné, neusporadané ,.klubko®, které v roztoku zabird velkou doménu:1 mg hyaluronanu na
1 cm’® roztoku. Toto uspofadani hyaluronanu v roztoku ma za nasledek, e malé molekuly,
jako je voda nebo elektrolyty mohou volné difundovat pfes doménu, zatimco velké molekuly
jako proteiny nemohou projit - kvili svym rozmérim. To vede jak k pomalejsi difusi
makromolekul, tak k jejich mensi koncentraci v siti hyaluronanu.

OH OH
° O
%o "%
OH

0
NH |
0)\

n
Obr. 1: Strukrura opakujici se jednotky v hyaluronanu

2.1.3. Vyskyt

Hyaluronan se vyskytuje ve vSech obratlovcich a je také pritomny v pouzdrech nékterych
patogennich bakterii jako jsou Streptococcus a Pasteurella. Je soucasti extracelularni matrix
v mnoha tkénich a v nékterych je pfitomen dokonce jako hlavni stavebni latka. Koncentrace
hyaluronanu je nejvyssi v kohoutim hiebinku, v kloubni tekutin€, v pupecni $nife, ve sklivei
oka a v kuzi [22].

2.2. Tenzidy

Tenzidy jsou povrchové aktivni latky, coz znamena, ze jsou schopny adsorbovat
se na mezifazova rozhrani. Fazové rozhrani znamena hranici mezi dvéma riznymi
nemisitelnymi fazemi, pficemz u systému kapalina/vzduch je to povrch kapaliny.

Dtivodem, pro¢ se tenzidy adsorbuji na mezifdzova rozhrani, je snizeni volné energie
tohoto rozhrani. Volna energie rozhrani na jednotku povrchu piedstavuje praci pottebnou
k expanzi povrchu. Obvykle se pro tuto volnou energii pouziva termin povrchové napéti.
Jestlize se povrch pokryje molekulami tenzidu, povrchové napéti, a tim tedy i volna energie
rozhrani, se snizi. Existuje pét riznych druhiit mezifazovych rozhrani. Jsou uvedeny v tabulce
(Tabulka 1). Jestlize se tenzidy absorbuji na povrchu, orientuji se jejich poldrni casti do
roztoku a nepolarni Casti na mezifdzovém rozhrani. Povrch se tak stdva hydrofilni
a vysledkem je sniZeni povrchového napéti mezi povrchem a vodou.

Tabulka 1: Druhy mezifazovych rozhrani

Mezifazova rozhrani
Pevnd latka — plyn
Pevna latka — kapalina
Pevnd latka — pevnd latka
Kapalina — plyn
Kapalina — kapalina

2.2.1. Amfifilni struktura tenzidu

Tenzidy jsou amfifilni latky. Toto slovo ma plvod v fecting, kde amfi znamena ,,0boji*
a poukazuje na fakt, ze molekuly tenzidi jsou slozeny ze dvou c¢asti, znichz jedna
je rozpustnd v rozpoustédle a druhd nerozpustnd. Cést rozpustnd se nazyva lyofilni, ¢asti
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nerozpustné se tfikd lyofobni. Pokud je touto kapalinou voda, mluvime o hydrofilni, resp,
hydrofobni ¢asti. Hydrofilni ¢ast se dale oznacuje jako ,,hlava“ a hydrofobni jako ,,chvost®.
Schématickou strukturu molekuly tenzidu popisuje Obr. 2.

HLAVA

./\/\/\/

CHVOST

Obr. 2: Schématicka struktura tenzidu, hydrofilni ,, hlava“ a hydrofobni ,,chvost *.

2.2.2. Micely

Mezi dalSi vyznamné vlastnosti tenzidl patii schopnost agregovat ve vodnych roztocich,
agregaty se nazyvaji micely. Formovani micel, neboli micelizace je alternativni mechanismus
adsorpce na mezifazovém rozhrani. Pfi micelizaci dochézi k usporadani molekul tenzidu tak,
aby jejich hydrofobni ¢asti nebyly v kontaktu s vodou, tim se opét snizuje volnd energie
systétmu. V micelach jsou molekuly tenzidii organizovéany tak, ze hydrofilni polarni hlava
je na povrchu agregatu a hydrofobni nepolarni chvost je uvniti agregatu. Celd micela je tak
ve vod¢é rozpustnd a v jejim hydrofobnim jadie se mohou rozpustit slouceniny ve vodé
nerozpustné. Schematickd struktura micely je zndzornéna na Obr. 3. Micely se tvofi jiz pfi
velmi nizkych koncentracich tenzidu, napt. u tenzidu CTAB ve vod¢ je tato koncentrace
ptiblizné¢ 1 mM. Koncentrace, pii které je povrch nasycen molekulami tenzidu a v roztoku
dochazi k tvorbé micel, se nazyva kriticka miceldrni koncentrace, neboli CMC a je to dulezita

charakteristika tenzidu.

+
Ia +

Ia
COy

+ 20y

Ma
Obr. 3: Struktura micely

2.2.3. Klasifikace tenzidu

Tenzidy se primarné déli podle naboje polarni skupiny na anionaktivni, kationaktivni,
neionogenni a amfiprotické. Amfiprotické tenzidy nesou za normalnich podminek kladny
1 zaporny naboj.
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Anionaktivni tenzidy maji obvykle jako polarni cast karboxyskupiny, sulfaty, sirany
a fosfaty. Vzhledem k jejich pomérné nizkym ndkladim na vyrobu tvoii az 60% celosvétové
produkce tenzidii [19]. Parovym iontem t&chto tenzidd byva nejéast&ji Na',K*, NH,", Ca*".
Sodik a draslik zabezpecCuje rozpustnost ve vodé€, zatimco vapnik a hot¢ik rozpustnost
v olejich. Nékteré anionaktivni tenzidy jsou vyobrazeny na Obr. 4.

PE T R T e W Wt io
Alkylsulfat

/\\/\/\/\/\/\/\/\/“O/\,O\/\O/\/OCHECOO

Alkyl éter karboxylat

2
N e e T OPOSH
Alkylfosfat

Obr. 4: Priklady anionaktivnich tenzidu

Neionogenni tenzidy maji jako polarni ¢ast bud’ polyetherovou nebo polyesterovou
jednotku. Ve vétSin€ neionogennich tenzidi je tato jednotka polyether sestavajici
z oxyethylenovych jednotek, obvykle je jich pét az deset. Ptiklady neionickych tenzidl jsou
na Obr. 5.

/\/\/‘\/\/\/\O’\\/O\/\O/\\/O\/\O/‘\/ OH
Ethoxylat vyssiho alkoholu

Alkyfenol ethoxylat

CO0 . 5
S N W W o WY

Ethoxylat vyssi mastne kyseliny

CONH
PV N VY \/\O /‘\/O ~ 0T O ~ OH
Ethoxylat vysSiho amidu

Obr. 5: Schématické zndzornéni struktury nékterych neionickych surfaktantii

Kationaktivni tenzidy obsahuji ve vétSiné piipadi dusikovy atom nesouci kladny néboj.
Pouzivaji se jak aminy, tak kvartérni dusikaté badze. Aminy funguji jako surfaktanty pouze
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v protonovaném stavu a nelze je pouzit pii vysokém pH, oproti tomu kvartérni dusikaté baze
nejsou citlivé na pH. Aminy jsou také mnohem citlivéjsi na polyvalentni anionty. Ptiklady
kationaktivnich tenzidl jsou uvedeny na Obr. 6. Mezi kationaktivni tenzidy patii také
cetyltrimethylamonium bromid, neboli CTAB. Jeho struktura je zndzornéna na Obr. 7.

P e e W v W W v NI—I;r

Sl vysiho aminu

Siil vysiho diaminu

/\/\/\/\/\/\/\/\N+

-

Kvartémidusikata baze

Obr. 6: Schématické znazornéni struktury nékterych kationaktivnich surfaktantu

+
PN TNATRNGTRATIAT N B
/\
CIAB

Obr. 7: Kationaktivni cetyltrimethylamonium bromid

2. 3. Fluorescence

Jestlize organickd molekula absorbuje urcité kvantum energie, dostane se ze zakladniho
energetického stavu do stavu excitovaného. Ze zékladniho singletového stavu Sy muze
molekula prejit do vyssSich energetickych singletovych stavii S;, S, nebo do takzvanych
tripletovych stavii Tj, T, s odliSnou multiplicitou. Pii pokojové teploté je rozdil energetickych
hladin pfili§ vysoky na to, aby se dal pfekonat zvySenim teploty nebo zahiivanim, pouziva
se tedy excitace svételnym zarenim.

Po absorpci fotonu se elektrony excituji a néjakou dobu zlstanou excitovany. Excitace
elektronti na hladin€ S; trva ptiblizné 1019-1077 s, na hladiné T, 10°%1s [20]. Poté nasleduje
deexcitace elektrond, které z vyssich energetickych hladin ptechdzi do nizsich a pfitom vyzafti
energii urcité vinové délky. Tato vyzafena energie ma vyssi vinovou délku nez je excitacni
vlnova délka a spada bud’ do oblasti viditelné¢ho svétla (zafivé prechody), nebo neviditelného
vinéni (nezéfivé prechody). Piechody jsou vétSinou nezarivé, pouze pii prechodu z hladiny S,
do hladiny Sy nastavéa piechod zatrivy. Zafivé pfechody se obecné nazyvaji luminiscence a
jsou rozde€leny na fluorescenci a fosforescenci. Fluorescence je piechod z hladiny S; do
zékladniho stavu a fosforescence je pfechod z hladiny T; do zékladniho stavu. Stejné jako je
rozdilnd doba trvani excitovaného stavu na hladin¢ S; a T, je rozdilnd i1doba trvani
fosforescence a fluorescence. Zatimco doba Zivota fluorescence je 107'°-107 s, doba Zivota
fosforescence je 10°-1s. PH nezafivych prechodech typu ISC (mezisystémovy piechod)
dochazi k ptechodu elektronu ze zakladni hladiny singletového stavu do podhladiny
tripletového stavu se stejnou energii a nasledné vibraéni relaxaci, coz znamena, ze elektron se
z vy$$i vibraéni hladiny tripletového stavu dostane na hladinu zékladni a pfitom ztrati energii.
U piechodt typu IC (vnitini konverze) se déje to samé, ale v rdmci bud’ singletového, nebo
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tripletového stavu.VSechny tyto procesy jsou graficky znazornény v Perrin — Jablonskiho
diagramu. (Obr. 8)

T Singletoveé stavy Tripletové stavy
Vibragni
relaxace Vinitini
5
T
Energie 2
Absorpce Fluorescence Fosforescence

Zakladnistav
Obr. 8: Perrin — Jablonski diagram

2.3.1. Vnitini konverze

Vnitini pfeména je nezatrivy prenos mezi dvéma energetickymi stavy se stejnou spinovou
stavu a piebytek vibracni energie miZze byt pfenesen do okolniho prostiedi v prub¢hu srazek
excitovanych castic s timto okolim. K t¢émto prechodim dochazi nejcastéji pii prechodu mezi
vy$§imi hladinami, protoze energeticky rozdil mezi zakladnim singletovym stavem S,
a prvnim excitovanym stavem S; je vEéts$i nez napt. mezi stavy S; a S;.

2.3.2. Mezisystémovy prechod

Mezisystémovy prechod je nezatfivy pfenos mezi dvéma isoenergetickymi hladinami, které
patii energetickym stavim s rozdilnou multiplicitou. Napiiklad excitovand molekula
ve vibracnim stavu 0 hladiny S; miiZe pteskoc€it do vibra¢niho stavu T, se stejnou energii
a poté se vibracni relaxaci dostane na nejnizsi vibracni stav Tj.

Kec

51 : e &

SIS & o

S Vv v

Obr. 9: Rychlostni konstanty zarivych a nezarivych prenosu z hladiny S; , resp. T; na hladinu
So.
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2.3.3. Doba trvani excitovaného stavu

VSechny procesy deexcitace elektronli z energetickych hladin, jak zafivé tak nezafivé,
probihaji urcitou rychlosti, maji svoje rychlostni konstanty. Konstanty probihajicich
deexcitacnich procest jsou zndzornény na Obr. 9.

Znaceni konstant je nésledujici: k° pro zafivy prenos z hladiny S; (fluorescenci), k.
pro vnitini konverzi, k. pro mezisystémovy piechod k' pro zafivy ptenos z hladiny T,

(fosforescenci), k! pro nezafivy pienos z hladiny T;. Ciselné hodnoty t&chto konstant jsou
uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Hodnoty rychlostnich konstant zafivych a nezativych pienost

Konstanta | Ciselna hodnota
kS 107-10"°
kS 10°-10"
ki, 10%-10"°
k! 1-10°
k! 10'°-10"

Mame-li fluoreskujici latku A o koncentraci [mol dm™], pak kratky impuls svétla dostane
ur¢ité mnozstvi molekul latky A ze stavu Sy do stavu S;. Stejny pocet molekul se pak vraci do
stavu Sy bud’ zarive, nebo nezafivé. Rychlostni rovnice ubytku excitovanych molekul je pak
vyjadiena takto:

dl'A™ T (s 18\ 1 ax
—T—(kr +kS) 'A% (1)

Integraci této rovnice dostaneme ¢asovy vyvoj koncentrace excitovanych &astic, kde ['A*],
je koncentrace excitovanych ¢astic v Case 0.

[AT=['A"], exp[— Lj, 2

Tg

kde ts je doba trvani excitovaného stavu S;
1

_ 3
R POy ®)

Intenzita fluorescence ir v Case ¢ je pfimo imérna okamzité koncentraci excitovanych molekul
['A"], smérnice této pfimky je rychlostni konstanta zéafivych pienost & :

(1) =kS['AT] =kf[lA*]oexp[—ij @)

Ts

Tato intenzita je skutecnd intenzita fluorescence. Naméfend intenzita zavisi na nastaveni
pristroje.
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Pokud by fluorescence byla jedina cesta ze stavu S; do stavu Sy, pak by doba trvani
excitovaného stavu byla 1/k° . Této dob& se fika zafiva doba Zivota a znadi se
7, .Vyznamnou charakteristikou fluorescen¢nich molekul je takzvana doba dohasinani z .

2.3.4. Kvantovy vytézek

Kvantovy vytézek je pomér poctu svételnych kvant emitovanych a absorbovanych
fluoroforem za ¢asovou jednotku.

0, = o, )
kP +kS T

Jinymi slovy lze kvantovy vytézek fluorescence vyjadiit jako pomér emitovanych
a absorbovanych fotont:

b0 s [t
[IA*]O =k, exp( TSJ (6)

Integraci této rovnice pies cely pribéh dohasinani dostdvame vztah pro kvantovy vytézek
fluorescence:

1
['A"],

j i (dl = kS, = D, (7)
0

Pokud pouzijeme zaiivé doby zivota fluorescence, Ize kvantovy vytézek vyjadfit 1 takto:
T
o= (8)

&

2.3.5. Fluorescenéni sondy

Emise fluorescennich molekul je siln€ ovlivilovdna tim, v jakém prostiedi se tyto
molekuly nachézi. Charakteristiky fluorescence, jako napt. doba Zivota, poloha maxima nebo
intenzita, jsou v zavislosti na okolnim prosttedi odlisné. V dasledku této vlastnosti jsou
fluorescenéni molekuly vyuzivany jako sondy mapujici prostiedi ve vyzkumu fyzikalné-
chemickych, biologickych a biochemickych systémill. Vyhodou pouziti fluorescen¢nich sond
oproti jinym pouzivanym sonddm (napi. EPR sonddm ¢i radioaktivnimu znaceni) je
pfedev§im moznost charakterizovat rtizné systémy: polymery, pevné povrchy, biologické
membrany, bilkoviny aj.

Fluorescencni sondy se déli do tii skupin: vnitini sondy, vnéjsi kovalentné¢ vazané sondy
a vn¢jsi asociujici sondy. Vnitini sondy jsou pro fluorescenéni méfeni nejvhodnéjsi, ale
existuje jich pouze malo (napf. tryptofan v bilkovinach). Kovalentné vazané sondy maji tu
vyhodu oproti asociativnim sondam, Ze je ve vysledném systému lze piesné lokalizovat.
Nejvice pouzivané jsou vnéjsi asociujici sondy, které se dile mohou dé€lit na tfi typy:
hydrofilni, hydrofobni a amfifilni sondy. Vybér spravné fluorescencni sondy probihd podle
toho, jaké informace chceme o charakteru okolniho prostiedi sondy ziskat a podle toho se
dale rozd¢€luji i fluorescencni sondy napt. na polaritni nebo mikroviskozitni sondy.

2.3.6. Viskozita

Viskozita byla poprvé popsana Newtonem v 17. stoleti. V roce 1851 popsal Stokes silu
kapaliny F puisobici na kouli o viskozité #:
F =6rnvr, 9)
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kde r je polomér koule a v je konstantni rychlost kapaliny. Soucin 6z byl v tomto ptipadé

nazvan tzv. trecim koeficientem, coz je pomér viskozitnich a rychlostnich sil.
Stokes-Einsteinova rovnice definuje difusni koeficient koule:

kT
D=—, 10
: (10)

kde kje Boltzmannova konstanta, 7" je termodynamicka teplota a & je teci koeficient. Pak
vztahy pro transla¢ni a rotacni difusni koeficient jsou nasledujici:
D, - kT ,
6znr

kT kT
" 8t 6V’
kde 7 je hydrodynamicky polomér vrstvy a V je hydrodynamicky objem.

V kazdé fluorescencni technice, kterd hodnoti fluiditu mikroprostiedi pomoci
fluorescen¢nich sond je tfeba brat v uvahu také difusni koeficient, bud’ transla¢ni, nebo
rotacni, ktery vyjadiuje brzdéni rychlosti okolnich molekul v diisledku viskozity. Hlavni
otazkou tedy je, jak piiblizit difusni konstantu D viskozité #.

Rovnice (3),(4) plati pouze pro pevnou vrstvu, za kterou se daji pokladat molekuldrni
dimenze pohybujici se v homogennich newtonovskych kapalinach a fidici se Stokesovym
hydrodynamickym pravidlem. Je tfeba zdaraznit, Ze pro sondy neexistuje zadny vztah
mezi difusi a viskozitou roztoku. Je to dano pfedevsim jejich velikosti, jejich molekuly jsou
stejné velké, nebo mensi, nez molekuly prostfedi, které maji charakterizovat. Jinymi slovy,
viskozita je makroskopicky parametr a jeji absolutni hodnotu pro zkoumané¢ médium nikdy
nemuzeme ziskat meéfenim pomoci fluorescencnich sond. Byl tedy zaveden termin
mikroviskozita.

Y

D

(12)
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Obr. 10: Translacni difusni procesy dle Stokese a dle teorie volného objemu. Cerné
znazornéna je rozpusténa molekula, okolo jsou molekuly rozpoustédla.

2.3.7. Mikroviskozita

Tento termin je cCasto pouzivan, ovSem fluorescenénimi sondami nemuizeme zméfit
absolutni hodnoty mikroviskozity, stejné jako jimi nemizeme zméfit ani absolutni hodnoty
viskozity Proto nejlepSim vyjadienim pro ziskané vysledky je tzv. ekvivalentni viskozita.
Ekvivalentni viskozita je viskozita v homogennim médiu, ve kterém je odpovéd’ sondy pfi
méfeni stejnad. Problém nastava pifi vybéru referencniho rozpoustédla, protoze rotacni
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relaxacni rychlost sondy v raznych rozpoustédlech o stejné makroskopické viskozité zavisi na
struktute rozpoustédla.

Rovnice (4) v ptipadé mikroprostiedi miize byt napsana jako:

D, =T (13)
6nVsg
kde s charakterizuje vazné podminky a g je faktor tvaru.

Dalsi pohled na viskozitu v mikro métitku byl predstaven vroce 1953 dvojici Gierer
a Wirtz. V této teorii se klade diiraz zejména na konecnou tloustku vrstev rozpoustédla
a existenci tzv. volného objemu, tedy prazdnych ,,dér* v rozpoustédle. Rozpusténé molekuly
podstupuji dva difusni procesy: viskézni, kde nahrazuji molekuly rozpoustédla (Stokesova
difuse) a proces migrace do ,,dér* v rozpoustédle (difuse do volného objemu) (Obr. 10).

Kombinaci obou téchto teorii byl zjistén translacni difusni koeficient na molekularni
urovni:

D, = kT , (14)
67,
kde f; je tfeci faktor pro translaci. Empiricky vztah mezi viskozitou a volnym objemem byl
navrhnut Doolitlem:

v

n=m, eXp[—OJ, (15)
Vf

kde 7y je konstanta V) je van der Waalstv objem a V' je volny objem.

2.3.8. Mikroviskozitni sondy

Fluorescen¢ni sondy, které pii méfeni poskytuji udaje o mikroviskozité jejich okolniho
prosttedi nazyvame mikroviskozitni sondy. Méfeni mikroviskozity pomoci téchto sond je
zaloZeno na riiznych principech.

Metoda pouzivajici molekularni rotory: molekularni rotory jsou molekuly s vnitini rotaci,
aproto se s ménici viskozitou prostfedi méni jejich emisni vlastnosti. Je to napt. 9-(2-
karboxy-2-kyanovinyl)julolidin, dale CCVJ, 4-(dikyanovinyl)julolidin, ddle DCVJ. Struktury
téchto molekul jsou zndzornény na Obr. 11.

Obr. 11: a) CCVJ, b) DCVJ a c) P3P

Vztah mezi kvantovym vytézkem fluorescence a viskozitou mikroprostiedi:

(DF
=an’. 16
o, (16)
Pro malé kvantové vytézky lze tento vztah aproximovat na:
Q. =an* 17)
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Viskozita je funkci teploty, proto:

. =b(n/T)", (18)
kde exponent x je charakteristicky pro dané rozpoustédlo a je mensi nez 1, coZ znamenad, ze
efektivni viskozita zkoumana pomoci molekularnich rotorti je mensi nez celkova viskozita
roztoku v dusledku ptisobeni volnych objemiti.

Metoda vyuzivajici intermolekularni zhaseni: Intermolekularni zhaSeni je transla¢ni difusni
proces zavisly na viskozité, proto poskytuje informace o fluidité¢ mikroprostfedi, ovSem musi
probihat ve stejném Casovém rozsahu jako doba Zivota excitovaného stavu fluoroforu.
Rychlostni konstanta zhaSeni k, miZe byt zjiSténa méfenim doby Zzivota nebo intenzity
fluorescence jako funkce koncentrace zhasece:

Do 1o _ _
D 1 1+k,7,[Q] =1+ K [Q], (19)

kde @y resp. @ je kvantovy vytézek fluorescence bez zhdsece, resp. se zhaSeCem. Jestlize je
tento bimolekularni proces kontrolovan difusi, pak rychlostni konstanta zhaSeni k, mize byt
nahrazena rychlostni konstantou difuse k;. Pokud je k; nezavisla na Case, pak:

k, =42NR.D, (20)
kde Rc¢ je neblizsi vzajemnd vzdalenost, N je N,/1000, N4 je Avogadrova konstanta, D je
vzajemny difusni koeficient

Metoda vyuzivajici intermolekularni formace excimeru: Tato metoda je zaloZena
na podobném principu jako metoda zhasSeni, protoze se také jedna o proces kontrolovany
difusi. Excimer, neboli excitovany dimer je tvofeny ze dvou molekul, z nichz alespon jedna je
v excitovaném stavu. Excimery se formuji v pribéhu doby zivota excitovan¢ho stavu
monomeru. Za piedpokladu vynechani pfechodnych vlivli je pomér intenzity excimeru
k intenzit¢ monomeru piimo imérny k;. Sondou pouzivanou pii této metodé¢ je napft.
1,3-bispyrenylpropan, dale P3P. (Obr. 11)

Metoda vyuzivajici intramolekularni formace excimeru: Bifluoforické molekuly sestavajici
ze dvou identickych fluoroforii spojenych kratkym pruznym fetézcem mohou tvofit
intramolekularni excimery. V disledku vnitini rotace dochazi v roztoku k tésnému pfiblizeni
obou fluoroforii v pribéhu excitovan¢ho stavu a vznika excimer. Informace o fluidité
mikroprostiedi je nasledné¢ ziskavana stejné jako u metod vyuZzivajici intermolekularni
formace excimeru.

Metoda polarizace fluorescence: Budeme uvazovat izotropni rotaci v izotropnim médiu.
Rotace jsou izotropni, pokud mé sonda sféricky tvar. Takovych sond je malo, nicméné
experimenty ukazaly, Zze v n€kterych piipadech, pokud sonda interaguje vodikovymi mistky
s rozpoustédlem, jsou rotace témei izotropni. Takto reaguji sondy, u nichz smér absorpce
aemise souhlasi s podélnou osou molekuly, napt. difenylhexatrien (DPH) (Obr. 12).
Informace o rotacnich pohybech fluoroforii mohou byt ziskany méfenim tzv. emisni
anizotropie.

W

My

Obr. 12: Difenylhexatrien
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2.3.9. Anizotropie fluorescence

M¢éfeni anizotropie jsou zalozena na principu fotoselektivni excitace fluorofori
polarizovanym svétlem. Molekuly fluoroforti pii absorpci upiednostiiuji fotony, jejichz
elektricky vektor je orientovan ve stejném sméru jako transitni moment molekuly. [21]

Transitni moment ma definovanou orientaci — zavisi na osach molekuly. V izotropnim
roztoku jsou molekuly fluorofort uspotadany nahodné. Po excitaci polarizovanym svétlem se
excituje pouze ta ¢ast molekul, které maji absorpcni tranzitni dip6l ve stejném sméru jako
elektricky vektor polarizovaného svétla. V roztoku je pak ¢ast molekul orientovand a jeji
emise je polarizovana.

Typické rozvrzeni fluorescenéniho méfeni je zndzornéno na Obr. 13. Monochromatické
svétlo je polarizovano polarizatorem P; podél osy Z a interaguje se vzorkem v kyveté. Tato
interakce muze zpusobit depolarizaci roviny pfichoziho svétla. Mira depolarizace je uréena
méfenim intenzit fluorescence rovnobézné a kolmo na prichozi rovinu svétla polarizovaného
polarizatorem P,. [7]

Z

Zdroj \J N
svétla P, A
— o
I/ﬂ\ J 2
22—
Detektor

Obr. 13: Rozvrzeni mérent fluorescencni anizotropie

Za maximalni mérnou anizotropii 7y je povazovan thel mezi excitaénim a emisnim zafenim
u molekuly, ktera je excitovdna zafenim polarizovanym ve sméru jeji pevné osy.
Fundamentélni anizotropie 7y je nejvyssi méfitelna hodnota anizotropie dané molekuly. Napf.
u molekuly DPH je fundamentélni anizotropie, neboli 7y = 0,36. Fluorescen¢ni anizotropie r je
definovana vztahem:

_ U i -1 L
I i} -2/ 1 ,
kde I,, a I, jsou intenzity fluorescence vertikalné¢ (II) a horizontalné (L) polarizovaného

svétla, pokud je vzorek excitovan vertikalné polarizovanym svétlem. Pokud zname hodnotu
fundamentalni anizotropie, 1ze anizotropii vypocitat i s pomoci Perrinovy rovnice:

@2y
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7, T
L=14+—, (22)
rg D

kde ry je hodnota fundamentédlni anizotropie, rs je steady-state anizotropie, @ je rotacni
korelaéni ¢as
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3. 1. Pouzité chemikalie

Pro ptipravu méfenych vzorkli a zdsobnich roztokii byly pouzity tyto chemikalie: aceton
(Penta, ¢istota 99,5 %, €. Sarze 1212021209), fluorescein (Sigma Aldrich, ¢. Sarze 1407491),
DPH (Sigma Aldrich, Cistota 98 %, ¢. Sarze 1054132), CCVJ (Sigma Aldrich, Cistota 97%, €.
Sarze 405730/1), DCVIJ (Fluka, Cistota pro fluorescenci, ¢. Sarze 405729/1), P3P (Molecular
probes, ¢. Sarze 4531-2), glycerol (Chemie GmbH, ¢istota 99 %), methanol (Chemie GmbH,
¢istota 99,9 %, €. Sarze 4271B), CTAB (Sigma Aldrich, ¢istota 99 %, €. Sarze 1406508), Hy
active 106 kDa (CPN spol. s.r.0., €. Sarze 190707-E1) a chlorid sodny (Lach-Ner s.r.o., Cistota
99,5 %, Sarze 30453), HySilk 650 kDa (CPN spol. s.r.0., €. SarZze 280407-D1)

3.2. Postup pripravy vzorkii a jejich méreni
3.2.1. Kalibraéni rady

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky sond v t¢kavém rozpoustédle. Fluorescein byl
rozpustén v methanolu, DPH, CCVJ, DCVJ a P3P v acetonu. Konecnd koncentrace
fluoresceinu v methanolu byla piiblizné 10~ mol dm™, DPH, DCVJ i P3P v acetonu
10 mol dm™ a CCVJ 10” mol dm™. Z téchto roztoki bylo pipetovano do vialek takové
mnozstvi, aby po odpareni t€kavého rozpoustédla byla vysledna koncentrace ve zkoumaném
vzorku o hmotnosti 4 g fadové 10° mol dm™ u fluoresceinu a ¥adov&10™® mol dm™ u DPH,
CCV], DCV]J a P3P. T¢kava latka byla odpaiena.

Po odpafeni rozpoustédla byl do vialek se sondou DPH, CCVJ, DCVJ a P3P navaZen
methanol dle stanovené koncentracni fady, zatimco do vialek obsahujicich fluorescein byla
navazena voda dle stanovené koncentracni fady. Poté byl methanol, resp. voda doplnén
glycerolem na hmotnost 4 g. Namichané vzorky byly ponechany pies noc na tfepacce
a nasledujici den byly zméteny.

3.2.2. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku, vliv iontové sily na anizotropii
DPH a fluoresceinu

Nejprve byly namichany zasobni roztoky 0,02 mol dm™ a 0,1 mol dm™ CTAB ve vodg.
Dale byly pouzity namichané zasobni roztoky 10° mol dm™ fluoresceinu v methanolu a
10 mol dm™ DPH v acetonu. Z t&chto roztoki bylo pipetovano do vialek takové mnozstvi,
aby po odpareni té¢kavého rozpoustédla byla vysledna koncentrace ve zkoumaném vzorku o
objemu 3 cm’ fadové 10”° mol dm™ u fluoresceinu a fadové 10° mol dm™ u DPH. T&kava
latka byla odpatena.

Po odpateni rozpoustédla byly do vialek pipetovany roztoky CTAB tak, aby vysledna
koncentrace CTAB vroztoku o objemu 3 cm’ byla vsouladu spiedem navrzenou
koncentraéni fadou. Rozsah koncentrace CTAB byl od 0moldm™ do 0,1 moldm™.
Namichané vzorky byly doplnény vodou na vysledny objem, ponechany pies noc na ttepacce
a nasledujici den byly zmétfeny. Po zméieni anizotropie koncentra¢ni fady bez iontové sily
bylo do vzorkl pfidéno piedem vypocitané mnozstvi zasobniho roztoku NaCl, vzorky byly
ponechdny 5 min v ultrazvukové lazni a poté byla opét zméfena jejich anizotropie. Tento
postup byl opakovan, dokud u kazdého vzorku nebyla zmétfena anizotropie pii navrzené
iontové sile. Iontova sila byla v rozmezi od 0 do 0,15 mol dm™ NaCl.
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3.2.3. Vliv vzristajici koncentrace CTAB a iontové sily v roztoku s konstantni
koncentraci hyaluronanu na anizotropii DPH a fluoresceinu

Byl namichén zasobni roztok Hy active 106 kDa o koncentraci 1 g dm™. K michani vzorki
byly dale pouzity zdsobni roztoky 0,02 mol dm™ CTAB ve vodg, 0,1 mol dm™ CTAB ve
vode, 107 mol dm™ fluoresceinu v methanolu a 10™* mol dm™ DPH v acetonu. Z roztoki
fluoresceinu a DPH bylo pipetovano do vialek takové mnozstvi, aby po odpateni t€kavého
rozpoustédla byla vysledna koncentrace ve zkoumaném vzorku o objemu 3 cm® fadove
10~ mol dm™ u fluoresceinu a fadové 10 mol dm™ u DPH. T&kava latka byla odpafena.

Po odpateni rozpoustédla byla do vialek ptidan hyaluronan tak, aby jeho koncentrace ve
vzorku o objemu 3 cm’ byla 0,015 g dm™. Poté byly piidany roztoky CTAB v mnozstvi dle
navrzené koncentra¢ni fady a vzorky byly doplnény vodou na vysledny objem. Rozsah
koncentrace CTAB byl od 0 mol dm™ do 0,04 mol dm™. Namichané vzorky byly ponechany
pres noc na tiepacce a nasledujici den byly zméfeny stejnym zptisobem, jako v ¢asti 3. 2. 2.

3.2.4. Vliv vzrastajici koncentrace CTAB v roztoku s konstantni koncentraci
hyaluronanu na intenzitu fluorescence CCVJ a DCVJ a pomér excimer/monomer P3P

Byl namichan zasobni roztok Hya Silk 650 kDa o koncentraci 1 g dm™. Pro pfipravu
vzorkii byly pouzity zasobni roztoky 20 mmol dm™ a 0,2 mmol dm™ CTAB a zasobni roztoky
sond CCVJ, DCVJ a P3P. Z roztokli sond bylo do vialek pipetovano takové mnozstvi, aby
vysledna koncentrace ve vzorcich o objemu 3 cm® byla fadové 10 mol 1 dm™. Tékava latka
byla odpatena. Poté bylo pfidano potfebné mnozstvi vody na doplnéni objemu, zasobni roztok
HySilk tak, aby kone¢na koncentrace ve vzorku byla 0,015 gdm™ a piedem vypogitané
mnozstvi CTAB dle navrzené koncentra¢ni fady. Koncentrace CTAB v ptipravenych vzorcich
byla 0-3 mmol 1. Vzorky byly pies noc ponechiny na tfepacce. Nasledujici den byly
proméieny emisni skeny téchto vzorki.

3.3. Metoda

3.3.1. Kalibraéni rady

Mg¢éteni bylo provedeno na luminiscenénim spektrofotometru AMINCO-Bowman Series 2.
Nejprve byl u nejviskdznéjSiho vzorku proméfen excitacni a emisni sken pro fluorescein
a DPH z diivodu nastaveni citlivosti pfistroje a ur€eni detekénich vinovych délek

Poté bylo provedeno méteni anizotropie u navrzenych viskozitnich fad od 0 do 100 %hm
glycerolu s konstantni koncentraci fluoresceinu a DPH. U fluoresceinu byla anizotropie
meétena pii excitaéni vlnové délce 484 nm a emisni vlnové délce 520 nm, zatimco u DPH
probihalo méteni pfi excitaéni vinové délce 385 nm a emisni 430 nm. Anizotropie jednoho
vzorku byla vypocitana jako primér 10 méfeni anizotropie s integraénim ¢asem 8 s.

Z naméfenych hodnot anizotropii byla vyhodnocena zavislost r=f (%hm) a r=f(n),
pficemz hodnoty viskozity byly ziskény pfepoctem relativni viskozity glycerolu na skute¢nou
viskozitu v roztoku s methanolem, resp. vodou, vynesenim téchto hodnot do grafu a
interpolaci v programu Origin8.

Excita¢ni a emisni sken byl zméten také pro sondy CCVJ, DCV] a P3P a na zaklad¢ polohy
maxima v téchto skenech byla nastavena excitacni a emisni vinova délka méfeni. Sonda
CCVIJ byla métena pii excitaéni vinové délce 447 nm a emisni vinové délce 498 nm, sonda
DCVIJ byla méfena pfi excitacni vinové délce 448 nm a emisni vinové délce 497 nm a sonda
P3P byla méfena pii excitacni vinové délce 370 nm a emisni vinové délce 437 nm.

Z namétenych hodnot byly vyhodnoceny nésledujici zévislosti: iccvy =1 (1), incvi=f(M);
i je intenzita fluorescence reprezentovana integralem pod emisni kiivkou. U sondy P3P pak
byla vyhodnocena zévislost excimer/monomer=f(n). Méfeni bylo provadéno v cele
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temperované piipojenym termostatem pii 20 °C. Vzorky byly méfeny v kiemennych kyvetach
o optické délce 1 cm.

3.3.2. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku, vliv iontové sily na anizotropii
DPH a fluoresceinu

Mg¢éteni bylo provedeno na luminiscenénim spektrofotometru AMINCO-Bowman Series 2.
Nejprve byl u nejviskdzn€jsiho vzorku proméfen excitacni a emisni sken pro fluorescein
a DPH z diivodu nastaventi citlivosti pfistroje a ureni detekénich vinovych délek

Na zaklad¢ téchto skenli byla anizotropie fluoresceinu ve vzorcich méfena pii excitacni
vlnové délce 505 nm a emisni vinové délce 526 nm, zatimco u DPH probihalo méfeni pfi
excitaéni vinové délce 358 nm a emisni 430 nm.Anizotropie jednoho vzorku byla vypocitana
jako primér 10 méfeni anizotropie v integraénim cCase 8§ s.

Z naméfenych hodnot anizotropii byla vyhodnocena zavislost r = f (ccra) a r = f (D).
Me¢teni bylo provadéno v cele temperované piipojenym termostatem pii 20 °C. Vzorky byly
méteny v kiemennych kyvetach o optické délce 1 cm.

3.2.3. Vliv vzristajici koncentrace CTAB a iontové sily v roztoku s konstantni
koncentraci hyaluronanu na anizotropii DPH a fluoresceinu

Mg¢éteni bylo provedeno na luminiscenénim spektrofotometru AMINCO-Bowman Series 2.
Nejprve byl u nejviskdznéjsSiho vzorku proméfen excitacni a emisni sken pro fluorescein
a DPH z divodu nastaveni citlivosti pfistroje a ur¢eni detek¢énich vinovych délek

Na zéklad¢ téchto skenli byla anizotropie fluoresceinu ve vzorcich méfena pii excitani
vinové délce 484 nm a emisni vinové délce 520 nm, zatimco u DPH probihalo méteni pfi
excitaéni vlnové délce 385 nm a emisni 426 nm. Anizotropie jednoho vzorku byla vypocitana
jako primér 10 méfeni anizotropie v integra¢nim Case 8 s.

Z naméfenych hodnot anizotropii byla vyhodnocena zéavislost r = f (ccra) a r = f (D).
Meéfieni bylo provadéno v cele temperované pripojenym termostatem pii 20 °C. Vzorky byly
méteny v kiemennych kyvetach o optické délce 1 cm.

3.2.4. Vliv vzristajici koncentrace CTAB vroztoku s konstantni koncentraci
hyaluronanu na intenzitu fluorescence CCVJ a DCVJ a pomér excimer/monomer P3P

Mg¢éteni bylo provedeno na luminiscen¢nim spektrofotometru AMINCO-Bowman Series 2.
Nastaveni pristroje bylo nasledovné: pro vzorky obsahujici sondu CCVJ a DCVJ byl emisni
sken méten v rozsahu od 400 do 600 nm a excitaéni monochromator byl nastaven na vlnovou
délku 430 nm, zatimco emisni byl nastaven na 500 nm. U sondy P3P byl zméfen emisni sken
v rozsahu od 200 do 600 nm, excitacni monochromdtor byl nastaven na vlnovou délku
345 nm, emisni byl nastaven na 417 nm.

Z namétenych emisnich spekter CCVJ a DCVJ byly zaznamenany hodnoty integralu pod
emisni kfivkou, ze spektra P3P byly zaznamenany hodnoty intenzity fluorescence monomeru
a excimeru. Poté byla u CCVJ a DCVJ vyhodnocena zéavislost i = f (ccras), kde 1 znamena
integral pod emisni kiivkou, a zavislost excimer/monomer = f (ccrap). Méfeni bylo provadéno
v cele temperované piipojenym termostatem pii 20 °C. Vzorky byly métfeny v kiemennych
kyvetach o optické délce 1 cm.
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3. 4. Vysledky a diskuze
3.4.1. Kalibra¢ni rady
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Obr. 14: Zavislost anizotropie DPH na celkové viskozité v roztoku glycerolu a methanolu.
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Obr. 15: Zavislost anizotropie fluoresceinu na celkové viskozité v roztoku glycerolu a
methanolu.

Zavislost anizotropie na viskozit¢ (Obr. 14)vykazuje prudky narist az do hodnoty

163 mPas”, kterou reprezentuje vzorek s90% hm. glycerolu. Poté nasleduje pozvolny
vzestup az do hodnoty 1760 mPa s™, coZ je vzorek se 100 %hm glycerolu.
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Hodnoty viskozit roztokli do 86%hm glycerolu se méni v fadu desitek, do 96%hm v fadu
stovek a poté v fadu tisicli, proto je pocateni vzestup hodnot anizotropie tak prudky. Graf
charakterizuje zmény anizotropie DPH v roztoku se zvySujici se viskozitou. Lze konstatovat,
7e anizotropie se zvySujici se viskozitou roste, coz je ocekavané chovani. Chybové usecky
neptesahuji velikost bodu.

Pribéh zavislosti anizotropie fluoresceinu na viskozité roztoku glycerolu a methanolu na
obrazku (Obr. 15) je podobny jako pribéh zavislosti anizotropie DPH v tomto roztoku —
prudky nardst anizotropie Do 90%hm glycerolu, poté nartist pozvolny. Fluorescein neni
typicka anizotropni sonda, nemé dlouhou podélnou osu molekuly jako DPH (obr. 12), proto
¢ast energie polarizovaného zéfeni je u fluoresceinu spotiebovana na zménu polohy, oto€eni
se — v rigidnim prostfedi jsou zmény polohy mensi a je tak naméfena vyssi anizotropie.
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Obr. 16: Zavislost integralu pod emisni kiivkou CCVJ na celkové viskozité roztoku glycerolu
a methanolu

Obr. 16 ukazuje, Ze integral pod emisni kiivkou CCVIJ se zvySujici se viskozitou roste.
Nejveétsi narast integralu pod emisni kiivkou lze pozorovat do 92%hm glycerolu, poté je
pozvolnéjsi. Chovani CCVJ je ofekavané — CCVJ je tzv. molekularni rotor, molekula slozena
ze dvou c¢asti spojenych c-vazbou, podél které se ob¢ jeji €asti mohou po absorpci otacet.
Intenzita fluorescence volné se otacejicich molekul ve fluidnim prostiedi je mald, zatimco
intenzita fluorescence v prostiedi se vzristajici viskozitou roste z divodu pomalého otaceni
podél o-vazby.

Obr. 17 ukazuje podobny, témé&f stejny pribeh zavislosti jako Obr. 16, protoze CCVIJ 1
DCV1I jsou molekuléarni rotory. Lisi se pouze velikosti integralu pod emisni kiivkou, protoze
sonda DCVJ ma niz§i intenzitu fluorescence nez CCV]J. Se vzrlstajici viskozitou prostiedi
integral pod emisni kiivkou roste.

V grafu na obrazku (Obr. 18) je patrny prudky pokles poméru excimer/monomer u P3P az
do 86%hm. glycerolu, poté je tento pomér témei konstantni. Struktura sondy P3P (obr. 11)
umoziluje tvorbu excimeru. Obé pyrenova jadra se k sobé piibliZi a jestlize jedno z nich je
excitovano, pak je schopno interagovat s druhym pyrenovym jadrem molekuly a vznika
excitovany dimer (excimer), ktery emituje pii jiné vinové délce nez monomer. Pokud je
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molekula P3P ve fluidnim prostiedi, excimer se tvoifi snadnéji nez v prostfedi s vysokou
viskozitou a pomér excimer/monomer ve fluidnim prostiedi je vyssi.
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Obr. 17: Zavislost integralu pod emisni krivkou DCVJ na celkové viskozité roztoku glycerolu
a methanolu
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Obr. 18: Zavislost poméru excimer/monomer sondy P3P
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3.4.2. Vliv vzristajici koncentrace CTAB v roztoku, vliv iontové sily na anizotropii
DPH a fluoresceinu
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Obr. 19: Zavislost anizotropie DPH a fluoresceinu na vzristajici koncentraci CTAB

Anizotropie obou sond v grafu na obrazku (Obr. 19) se zvySujici se koncentraci roste az do
koncentrace CTAB 3 mM, poté je nartst pozvolny. Je to dano ptekrocenim CMC CTAB v
roztoku, vytvofenim micel a naslednym vzristem viskozityv mikroprostredi micel, ktera se
dale téméf neméni jak v micelach, coz ukazuje sonda DPH, tak ani na fazovém rozhranni, coz
ukazuje fluorescein.
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Obr. 20: Zavislost anizotropie fluoresceinu na vzrustajici iontové sile roztokii CTAB o
riiznych koncentracich
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Obr. 21: Zavislost anizotropie fluoresceinu na vzrustajici iontove sile roztokit CTAB o
riiznych koncentracich

Grafy na obrazcich vySe (Obr. 20) a (Obr. 21) ukazuji nariist anizotropie fluoresceinu ve
vSech koncentracich CTAB (kromé nulové) pfi prvnim ptidavku soli, tj. pfi iontové sile
0,025 mol dm™. Tento narist je nejvice patrny zejména pii koncentracich 0,5 mM a 1 mM
CTAB. Je to dano tim, ze tyto koncentrace se pohybuji okolo CMC a zvySeni iontové sily
napomahd agregaci micel. Zaporné nabity fluorescein (Obr. 11) reaguje s kladn€ nabitym
CTAB a zvysi se tak anizotropie. S dalSimi ptidavky soli se anizotropie s ohledem na chybové
usecky neméni, znamena to tedy, Ze vzrlstajici iontovad sila nemd na systétm CTAB +
fluorescein zadny vliv.
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Obr. 22: Zavislost anizotropie DPH na vzristajici iontové sile roztokit CTAB o ruznych
koncentracich
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Obr. 23: Zavislost anizotropie DPH na vzristajici iontové sile roztokit CTAB o ruznych
koncentracich

Chovani DPH v roztocich o rizné koncentraci CTAB pfi vzrustajici iontové sile popisuji
grafy na obrazcich. (Obr. 22)(Obr. 23) Nejvyssi zména je patrnd pii koncentraci 0,5 mM
CTAB, coz je koncentrace blizka CMC, pii prvnim piidavku soli-iontova sila 0,025 mol dm™.
NarGst anizotropie je zpusoben narGstem mikroviskozity v disledku vytvoreni micel. Sil
vznik micel urychlila.

Koncentrace CTAB 1 mM, 3 mM, 5 mM a 10 mM CTAB vykazuji pfi prvnim piidavku
soli dokonce pokles anizotropie, coz muze byt zptisobeno tim, Ze zvySenim iontové sily se
velikost uz vzniklych micel zvétsi a mikroviskozita v micele klesne. Pii vyssi iontové sile nez
0,025 mol dm™ pak zlstava anizotropie u t&chto vzork konstantni, coZ znamend, Ze uvnitf
micely nedochédzi k zddnym zméném, které by byly zaznamenédny anizotropii. Anizotropie
koncentraci CTAB vysSich nez10 mM pii riznych iontovych silach zistava také konstantni.

3.4.3. Vliv vzristajici koncentrace CTAB a iontové sily v roztoku s konstantni
koncentraci hyaluronanu na anizotropii DPH a fluoresceinu

Zavislost anizotropie fluoresceinu a DPH na koncentraci CTAB v pfitomnosti konstantni
koncentrace hyaluronanu je zndzorné€na na obrazku (Obr. 24) a vykazuje vyrazné zmeény
anizotropie jak fluoresceinu, tak DPH do koncentrace 1 mM. To je disledek vzniku agregatii
CTAB s hyaluronanem, pfi koncentraci 1 mM. Jsou vétsi, nez volné micely, takze viskozita
uvniti agregatii, kterou mapuje sonda DPH, klesa, zatimco anizotropie fluoresceinu mirné
roste poté, co dojde k jeho navazani na tyto agregaty. S dalSim zvySovanim koncentrace
CTAB se anizotropie neméni, v roztoku se objevuji volné micely, takze dalsi pridavky
tenzidu nemaji na anizotropii Zadny vliv.

Zavislost na obrazku (Obr. 25) ukazuje, zZe po prvnim piidavku soli a vzristu iontové sily
na 0,025 mol dm™ dochazi ve viech koncentracich CTAB kromé& nulové k vzristu anizotropie
fluoresceinu, kterd se dale téméf neméni. Nardst anizotropie po prvnim piidavku soli je
zpisoben repulzi ndbojii v hlavé micely, kterd ma za nasledek zmensSeni (kontrakci) micely a
pevnéjsi navazani fluoresceinu na povrch micely. Pouzitim sondy DPH pro toto méfeni
nebyla ziskana Zadna prokazatelné zavislost.
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Obr. 24: Zavislost anizotropie fluoresceinu a DPH v roztoku s konstantni koncentraci
hyaluronanu na koncentraci CTAB pri nulové iontové sile
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Obr. 25: Zavislost anizotropie fluoresceinu na iontové sile roztokii s konstantni koncentraci
hyaluronanu na ménici se koncentraci CTAB.
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3.4.4. Vliv vzruastajici koncentrace CTAB v roztoku s konstantni koncentraci
hyaluronanu na intenzitu fluorescence CCVJ a DCVJ a pomér excimer/monomer P3P
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Obr. 26: Zavislost integralu pod emisni kiivkou CCVJ, resp.DCVJ na vzrustajici koncentraci
CTAB v pritomnosti hyaluronanu o koncentraci 15 mg dm™
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Obr. 27: Zavislost poméru excimer/monomer u P3P na vzrustajici koncentraci CTAB
v pritomnosti hyaluronanu o koncentraci 15 mg dm™

Na obrazku (Obr. 26) jsou porovnany dvé zavislosti. Zavislost integralu pod emisni kiivkou
u CCV]J, resp. DCVJ na koncentraci CTAB. CCVJ se diky své struktuie (Obr. 11) vaZze na
rozhrani micel a roztoku, zatimco DCVIJ se diky své struktufe (Obr. 11) vaze do micely.
Prvotni nartst integralu pod emisni kifivkou, tedy intenzity fluorescence u CCVIJ muze tedy
znamenat jak narust viskozity, tak nartist poctu rozpusténych castic a tedy intenzity
fluorescence. Prvotni nariist u DCVJ ovSem znamend narast viskozity. To znamena, Ze
v roztoku doslo k vytvofeni micel jeste pied bodem CMC a tyto micely jsou mensi nez micely
vytvoiené po CMC. U obou sond poté nasleduje oblast, kde doslo ke zhrouceni stability
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systétmu a vytvoreni gelu. Pti dalSich ptidavcich CTAB pak intenzita fluorescence CCVJ
nartistd, coz mize byt dano dalS$im rozpousténim ¢astic okolo bodu CMC (1 mM ve vodg),
nebo dalSim vzrastem viskozity, nebo kombinaci obou téchto vlivii. Vysledky meéteni se
sondou DCVIJ po vytvofeni gelu ukazuji narist viskozity poté, co dojde k opétovnému
vytvoieni micel, pfi dalSim pridavku pokles viskozity a poté jsou hodnoty intenzit konstantni.

Vysledky v grafu na obrazku (Obr. 27) nevykazuji zadny jednotny trend. Je to zplsobeno
ziejmé tim, ze molekula P3P (Obr. 11) je pfilis velkd a v malych micelach pod CMC se
nerozpousti.
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3.4.5. Porovnani vysledki
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Obr. 28: Zavislost anizotropie DPH na vzristajici koncentraci CTAB pri nulové iontové sile
bez hyaluronanu a s 0,015 g dm™ hyaluronanem

Obrazek (Obr. 28) ukazuje rozdily zéavislosti anizotropie DPH na koncentraci CTAB pfi
iontové sile 0 mol I'' bez hyaluronanu a v pfitomnosti hyaluronanu o konstantni koncentraci.
Nejveétsi rozdil je v koncentraci 0,5 mM, kde je anizotropie v pfitomnosti hya o fad vys$si nez
bez hya. Je to zpiisobeno vznikem agregatl hya a tenzidu.
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Obr. 29: Zavislost anizotropie DPH na vzristajici koncentraci CTAB pri iontové sile
0,15 mol dm” bez hyaluronanu a s 0,015 g dm” hyaluronanem
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Zavislost anizotropie DPH na vzristajici koncentraci CTAB na obrazku (Obr. 29) ukazuje,
ze anizotropie DPH pfi iontové sile 0,15 mol dm™ je konstantni jak pro roztok
s hyaluronanem, tak pro roztok bez hyaluronanu, navic jsou si tyto hodnoty anizotropie velmi
podobné.
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Obr. 30: Zavislost anizotropie fluoresceinu na vzrustajici koncentraci CTAB pri nulové
iontové sile bez hyaluronanu a s 0,015 g dm™ hyaluronanem
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Obr. 31: Zavislost anizotropie fluoresceinu na vzristajici koncentraci CTAB pri iontové sile
0,15 mol dm” bez hyaluronanu a s 0,015 g dm™ hyaluronanem
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Graf na obrazku (Obr. 30) ukazuje, Ze piidavek hyaluronanu nema na anizotropii
fluoresceinu zadny vliv az do koncentrace 1 mM, poté anizotropie vzorkl s hyaluronanem
klesa oproti vzorkiim, ve kterych hya pfitomna neni. Je to zifejmé zplisobeno tim, Ze
fluorescein se 1épe vaze na samotné micely CTAB nez na agregaty CTAB s hyaluronanem.
Pti dalSim zvySovani koncentrace tenzidu az do 40 mM zistavaji hodnoty anizotropie jak ve
vzorcich s hyaluronanem, tak ve vzorcich bez hyaluronanu konstantni.

Rozdily zavislosti anizotropie fluoresceinu na koncentraci CTAB pii iontové sile
0,15 mol dm™ jsou prezentovany na obrazku.(Obr. 31) Pribéh zavislosti si odpovida, pouze u
koncentrace 1 mM CTAB je anizotropie fluoresceinu u vzorku s hyaluronanem mensi, nez u
vzorku bez hyaluronanu. Je to zpiisobeno zfejmé volnéjSim navazadnim fluoresceinu na
agregaty tenzidu s hyaluronanem, nez na micely samotného tenzidu.
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5. ZAVER

Byla provedena reSerSe zkoumani interakci hyaluronan a kationaktivni tenzid, pouzivani
metody fluorescencni spektroskopie pro zkouméni téchto interakci, méfeni mikroviskozity
systému polymer a tenzid pomoci metody fluorescencni spektroskopie a pouzivani riznych
mikroviskozitnich sond pfi tomto méfeni. Na zakladé provedené reserSe bylo vybrano pét
sond vhodnych pro charakteristiku mikroviskozity mikroprostiedi. Jsou to sondy CCV],
DCV]J, P3P, fluorescein a DPH. Mikroprostfedim se v tomto ptfipadé rozumi micely tenzidu
CTAB a agregaty hyaluronanu s témito micelami, jejichz viskozita se nedd srovnavat
s viskozitou v celém roztoku, proto byl pro ni zaveden pojem mikroviskozita.

Nejprve byla provedena charakterizace vybranych sond pomoci roztoki glycerolu a
methanolu s definovanou viskozitou. Vysledkem této charakterizace jsou grafy, které
znazoriiuji chovani méfenych veliCin, jako jsou intenzita fluorescence u CCVJ a DCV],
pomér excimer/monomer u P3P a anizotropie fluorescence u fluoresceinu a DPH, v zavislosti
na viskozité. Na zakladé téchto provedenych méfeni pak bylo mozno charakterizovat
zkouman¢ systémy z hlediska mikroviskozity.

Zkoumanym systémem byl tenzid CTAB a tenzid CTAB v roztoku s kys. hyaluornovou.
Jako prvni byla stanovena anizotropie sond DPH a fluoresceinu v zédvislosti na koncentraci
¢isttho CTAB. Tyto dvé sondy byly zvoleny zejména proto, Zze z hlediska struktury DPH
podavé informace o mikroprostedi uvniti micely, zatimco fluorescein se vaze na jeji povrch a
podava tak informace o prostfedi na mezifazovém rozhrani. Vysledky méfeni se u obou sond
téméf nelisi, anizotropie DPH i fluoresceinu roste do koncentrace 3 mM CTAB, poté je nartst
jen mirny — znamend to, Ze anizotropie se zvedla v disledku vytvotfeni micel a nasledného
vzrastu viskozity, kterd se dale neméni ani v micelach, ani na mezifazovém rozhrani.

Poté byla anizotropie sond DPH a fluoresceinu prométena pfi jednotlivych koncentracich
CTAB v zavislosti na iontové sile, kterd byla upravovana nasycenym roztokem NaCl.
Z vysledki méteni s fluoresceinem je patrny skokovy narlst anizotropie pii prvnim piidavku
soli, zejména v koncentracich do 1 mM. Ptidavek soli tedy urychluje vznik micel. Vysledky
méteni s DPH jsou do koncentrace 1 mM CTAB stejné jako u fluoresceinu, po prekroc¢eni této
koncentrace anizotropie pfi prvnim pridavku soli (iontové sila 0,025 mol dm™) klesd, coZ
muze byt zplsobeno tim, ze vzniklé micely se vysolenim zvétsi a jejich mikroviskozita
klesne. Po piekrogeni iontové sily 0,025 mol dm™ se anizotropie ani fluoresceinu ani DPH
nemeéni a ziistava konstantni. Znamend to, ze rozhodujici vliv na agregaci micel mé pouze
prvni pfidavek soli, do iontové sily 0,025 mol dm™.

Stejnd méfeni byla provedena i se systtmem CTAB a hyaluronanem. Pro méfeni byla
zvolena HyActive 106 kDa o koncentraci 15 mg dm™. Vysledky méfeni anizotropie DPH a
fluoresceinu v zavislosti na koncentraci CTAB s konstantni koncentraci hyaluronanu ukazuji
vyrazné zmény anizotropie jak fluoresceinu, tak DPH do koncentrace 1 mM. To je dasledek
vzniku agregati CTAB s hyaluronanem pii koncentraci 1 mM. Jsou vétSi nez volné micely,
takze viskozita uvnitf agregat, kterou mapuje sonda DPH, klesd, zatimco anizotropie
fluoresceinu mirné roste poté, co dojde kjeho navdzani na tyto agregaty. S dalSim
zvySovanim koncentrace CTAB se anizotropie nemeéni.

Druhé méteni zavislosti anizotropie fluoresceinu a DPH pfi jednotlivych koncentracich
CTAB s konstantni koncentraci hya na iontové sile ukazuje zvyseni anizotropie po prvnim
ptidavku soli (I = 0,025 mol dm™) u viech vzorkd obsahujicich fluorescein. Je to zptsobeno
repulzi naboji v hlavé micely, ktera se zmensi a pevnéji vaze fluorescein. Vysledky méteni
s DPH nedavaji zddnou zaznamenatelnou zavislost.
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Dale byl zkouman systém CTAB s HyaSilk 650 kDa o konstantni koncentraci 15 mg dm™
za pouziti sond CCVJ, DCVJ a P3P. Vysledky méfeni s CCV] a DCVIJ ukazuji vznik
agregatli mensich nez normalni micely, jesté pred CMC, poté dojde v systému k vytvoieni
gelu a po opétovném vytvoreni micel se viskozita téméf neméni. Pouziti obou téchto sond
umoziiuje srovnat, nakolik vysledky ovliviluje zména viskozity a na kolik pouze vliv
rozpus$ténych castic, nebot’ DCVJ se diky své struktuie nachazi uvnitt micel, zatimco CCVJ
na mezifazovém rozhrani. Na zéklad¢ vysledki méteni s P3P lze zkonstatovat, ze tato sonda
je prilis velka a v agregatech, vzniklych pted CMC, se nerozpousti.

Nakonec byly porovnany vlivy koncentrace CTAB na anizotropii DPH a fluoresceinu
v roztocich s hyaluronanem a v roztocich bez hyaluronanu pfi nulové iontové sile a pfi
iontové sile 0,15 mol dm™. Vysledky méfeni s DPH ukazuji, e anizotropie pii iontové sile
0,15 mol dm™ je konstantni a pfidavek hyaluronanu na ni nema témst zadny vliv, zatimco na
anizotropii DPH pii nulové iontové sile pii pfidavku hyaluronanu vzroste u koncentrace
0,5 mM CTAB, coz je zpisobeno vznikem agregatl tenzidu s hyaluronanem.

Vysledky méteni s fluoresceinem ukazuji, ze ptfidavek hyaluronan nema na anizotropii
fluoresceinu zadny vliv az do koncentrace 1 mM, poté anizotropie vzorkl s hyaluronanem
klesa oproti vzorklim, ve kterych hyaluronan pfitomen neni. Je to zfejm¢ zpisobeno tim, ze
fluorescein se 1épe vaze na samotné micely CTAB nez na agregaty CTAB s hyaluronanem.

Cilem této prace bylo seznamit se s méfenim pomoci mikroviskozitnich sond a vyuzit toto
méteni pii studiu interakci hyaluronanu s tenzidy. Na provedena métfeni by mél navazovat
dalsi vyzkum s cilem provedend méteni prohloubit, potvrdit a upiesnit.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam zkratek

Zkratka
CTAB
NaHya
NMR
CMC
TTAB
SDS
P3P
DPH
CCVl
DCVJ

Vyznam
cetyltrimethylammoniumbromid
sodnd siil kyseliny hyaluronové
nukledrni magnetické resonance
kritick4 micelarni koncentrace
tetradecyltrimethylammoniumbromid
sodium dodecyl sulfat
1,3-bispyrenylpropan
difenylhexatrien
9-(2-carboxy-2-kyanovinyl)julolidin
4-(dikyanovinyl)julolidin

Seznam symbolii

=

>,

<N v < BRIy

S

Nézev veli¢iny

rychlostni konstanta pro zafivy pfenos z hladiny S,
rychlostni konstanta pro vnitini konverzi,
rychlostni konstanta pro mezisystémovy prechod
rychlostni konstanta pro zafivy ptenos z hladiny T,

rychlostni konstanta pro nezativy pienos z hladiny T;.

doba trvani excitovaného stavu

intenzita fluorescence

kvantovy vytézek fluorescence

viskozita

difusni koeficient

translac¢ni difusni koeficient

rotacni difusni koeficient

sila

termodynamickd teplota

okamzita koncentrace excitovanych molekul

Boltzmannova konstanta

trei koeficient

polomér

rychlost

vazné podminky

faktor tvaru

treci faktor

van der Waalstiv objem

volny objem

Avogadrova konstanta

intenzita fluorescence bez ptitomnosti zhasece
intenzita fluorescence se zhaseCem
koncentrace zhasece
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fundamentalni anizotropie
intenzita fluorescence vertikalné polarizovaného svétla
intenzita fluorescence horizontalné polarizovaného svétla

rotac¢né korelacni Cas
rychlostni konstanta zhaseni
rychlostni konstanta difuse
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