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ABSTRAKT 
Cílem předložené dizertační práce bylo studium pokročilých fluorescenčních technik a jejich 

využití v problematice koloidních soustav, respektive systémů hyaluronan-tenzid a hydrogelových 
systémů založených na hyaluronanu. Casově-rozlišená fluorescence spolu se stacionární 
fluorescencí byly použity pro studium hyaluronanových systémů za účelem určení vlivu hydratace 
hyaluronanu na jeho interakce s (opačně nabitými) micelárními útvary pomocí fluorescenčních 
sond podstupujících deprotonaci v excitovaném stavu. Nejdříve byly diskutovány různé 
fluroescenční sondy podstupující deprotonaci v excitovaném stavu, z nichž byla vybrána jedna 
jako vhodný kandidát pro další experimenty. Na základě citlivosti deprotonace v excitovaném 
stavu vybrané fluorescenční sondy 1 -naftolu byl určen vliv hyaluronanu na vnitřní prostředí micel 
a zároveň byla, na základě těchto experimentů, diskutována struktura hydratačního obalu 
hyaluronanu. 

Další část předložené dizertační práce se věnovala metodě fluorescenční časově-rozlišené 
korelační spektroskopie a vývoji metody nanoreologie. Pomocí vytvořeného skriptu v softwaru 
M A T L A B byly převedeny získané korelační funkce na střední posun fluorescenčně značených 
částic. Nejprve bylo potvrzeno, že fluroescenční korelační spektroskopie může být použita pro 
mikroreologická měření, a to srovnáním s již známými metodami videomikroreologie a 
mikroreologie pomocí dynamického rozptylu světla. Následně byla vyvinuta metoda nanoreologie 
a bylo diskutováno její použití pro studium pasivní nanoreologie v hydrogelových systémech 
založených na hyaluronanu. Na základě diskutovaných experimentů byla optimalizována metoda 
mikroreologie, respektive nanoreologie pomocí fluroescenční korelační spektroskopie až k 
použitelnosti této metody pro studium gelů. 

KLÍČOVÁ SLOVA 
Casove-rozlišená fluorescence, deprotonace v excitovaném stavu, hydratace, hyaluronan, 

fluorescenční korelační spektroskopie, mikroreologie, nanoreologie, hydrogel 
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ABSTRACT 
The aim of the doctoral thesis was to study advanced fluorescence techniques and its use in 

colloids or hyaluronan-surfactant systems and hydrogels based on hyaluronan, respectively. 
Steady-state and time-resolved fluorescence were used to study excited state proton transfer 
fluroescen probes in hyaluronan-surfactant systems to asses the influence of hyaluronan hydration 
to its interactions with oppositely charged surfactants. Firstly, different excited state proton 
transfer fluorescence probes were discussed to choose the most suitable candidate for next 
research. The influence of hyaluronan on inner environment of micells was determined based on 
the sensitivity of excited state proton transfer of chosen fluorescence probe 1 -naphtol and, based 
on above mentioned experiments, the structure of hyaluronan hydration shell was discussed. 

The next part of doctoral thesis was focused on fluorescence lifetime correlation spectroscopy 
and on the development of method of nanorheology. Measured correlation functions were 
transformed to mean square displacement with developed M A T L A B script. Firstly, the 
fluorescence method was compared with well described methods such as videomicrorheology and 
dynamic light scattering to asses the reliability of fluorescence correlation spectroscopy in 
microrheology. Secondly, nanorheology method was developed and its use in passive 
nanorheology of hyaluronan hydrogels was discussed. Based on mentioned experiments, the 
fluorescence correlation spectroscopy microrheology and nanorheology methods were optimized 
to use the methods in hydrogel research. 

KEY WORDS 
Time-resolved fluroescence, excited state proton transfer, hydration, hyaluronan, fluorescence 

correlation spectroscopy, microrheology, nanoreology, hydrogel 
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1 ÚVOD 
Vybavení pro časově rozlišenou fluorescenci se v poslední době stalo nedílnou součástí 

laboratoří zabývajících se fluorescenční spektroskopií nebo například buněčným či molekulárním 
zobrazováním. Doba života je jednou z nej důležitějších vlastností fluoroforu a díky pokročilým 
technologiím, a tedy i příznivější ceně instrumentace pro časově rozlišenou fluorescenci, 
respektive pro tzv. time-correlated single photon counting - neboli TCSPC - tedy detekci jediného 
fotonu, je tato metoda široce využívána nejen pro stanovení doby života fluoroforu. 

Stacionární fluorescenci ovlivňuje vzdušný kyslík, koncentrace fluoroforu či výběr vlnové 
délky. Při měření časově rozlišené fluorescence můžeme tyto limitace obejít, protože doba života 
na výše zmíněných faktorech závislá není (kromě tedy vlnové délky při reakcích v excitovaném 
stavu). Samozřejmě bez stacionární fluorescence se žádný fluroescenční experiment neobejde, 
protože emisní spektrum patří k základním charakteristikám vzorku. Ale měření doby života nám 
poskytne další informace zkoumaného systému. Procesy v excitovaném stavu lze vidět sice i na 
emisním spektru vzhledem k tvorbě nového píku u větších vlnových délek. Příkladem může být 
tvorba excimeru pyrenu, exciplexu anthracenu a dimethylanilínu nebo deprotonace v excitovaném 
stavu, ale díky měření doby života můžeme pozorovat změnu emisního spektra s časem. Také 
kinetiku deexcitačních procesů lze spočítat díky měření doby života. Pokud zvážíme rozdíl mezi 
stacionární a časově rozlišenou anizotropií, dostáváme se s měřením vyhasínání anizotropie 
k mnohem širšímu měřítku možností stanovení vlastností systémů. Můžeme například definovat 
rotační pohyb fluoroforu v prostředí, případně v organizovaném systému nebo difuzní koeficienty 
pohybu fluoroforu i sledovaného systému. 

Hyaluronan je v dnešní době spojován především s lékařstvím jakožto látka pro efektivnější 
hojení ran nebo s kosmetikou jakožto látka vyhlazující vrásky. Nesmíme však opomenout úlohu 
hyaluronanu při vývoji nosičových systémů pro léčiva. Jelikož hyaluronan reaguje na CD-44 
receptor rakovinných buněk, byl by skvělou jednotkou pro vyhledávání těchto receptoru 
v organismu. Z toho důvodu je hyaluronan spojován se širokým výzkumem nosičových systémů 
založených na hyaluronanu jakožto způsobu dopravy a nějakého nosiče (příkladem lze uvést 
tenzid, dendrimer či fosfolipid) pro solubilizaci léčiva. Samozřejmě ideální cestou je vytvoření 
polymerní micely, čímž by se pravděpodobně docílilo vysoké stability systému, ale v úvahu 
připadají i nekovalentní, například elektrostatické, interakce. 

Otázkou ale je, jestli ovlivňuje hydratace hyaluronanu elektrostatické interakce s opačně 
nabitými systémy a jak tento fakt může ovlivnit zkoumaný systém. Fluorescenční měření otevírají 
cestu pro výzkum vlivu hydratace polymerů na interakce s dalšími systémy. Zejména 
časově-rozlišená fluorescence a pokročilé metody fluorescenčních technik nám mohou pomoci 
tyto informace odhalit. 
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2 TEORETICKÁ CAST 
2.1 Luminiscenční spektrometrie 

2.1.1 Fotoluminiscence 
Po absorpci primárního záření molekulou může dojít k emisi sekundárního záření 

z excitovaných molekul. Tento jev se nazývá fotoluminiscence. Při absorpci záření přechází 
elektron ze základní singletové hladiny So do excitovaného stavu (singlet Sj, případně triplet T*). 

Obecně se elektronové stavy dělí na singletové a tripletové (Obr. 1): 

Singletový stav: Dvojice elektronů má opačný (antiparalelní) spin. 

Tripletový stav: Dvojice elektronů má stejný (paralelní) spin. 

Podle toho, z kterého z těchto dvou stavů se elektron navrací do základního stavu, dělíme 
fotoluminiscenci na fluorescenci afosforescenci. 

i t 

t i t t 

základní singletový excitovaný singletový excitovaný tripletový 
stav stav stav 

Obr. 1 Základní singletový, excitovaný singletový a excitovaný tripletový stav 

2.1.2 Fluorescence 

Termín fluorescence byl poprvé použit sirem Georgem Gabrielem Stokesem v jeho práci z roku 
1852. Termín fluorescence byl odvozen z názvu minerálu fluoritu, který emitoval modrou 
fluorescenci po excitaci U V zářením. 

Po absorpci záření se excitovaná molekula navrací do základního stavu za současného vyzáření 
fotonu. Tento přechod se nazývá zářivý přechod. Jedním z typů zářivého přechodu je přechod 
elektronu z excitovaného stavu do základního stavu So. Tento jev se nazývá fluorescence. Elektron 
se může zářivě vrátit do základního stavu pouze z nej nižší vibrační hladiny daného excitovaného 
stavu. Pokud se excitovaný elektron nacházel v některé z vyšších vibračních hladin příslušného 
excitovaného stavu, přechází do nej nižší vibrační hladiny stejného excitovaného stavu přechodem, 
který je nazýván vibrační relaxace. Proces vnitřní konverze zase představuje přechod elektronu 
z vyššího excitovaného stavu do nižšího excitovaného stavu. Jedná se o nezářivé přechody. 
Excitovaný elektron, který přešel do tripletového stavu, se může dodáním energie znovu dostat do 
singletového stavu Si. Ze stavu Si se elektron vrací do základního stavu So za současného vyzáření 
fotonu a je pozorována zpožděná fluorescence (Obr. 2). Z toho plyne, že proces zpožděné 
fluorescence je analogický k mezi systémovému přechodu z Si do T i , pouze probíhá opačně. 
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2.1.3 Fosforescence 

Může nastat situace, kdy proběhne nezářivý přechod ze singletového stavu Si na hladinu T i , 
kdy je přechod spojen se změnou spinového stavu. Tento děj se nazývá mezisystémovýpřechod a 
většinou k němu dochází, pokud se překrývají nej nižší vibrační hladiny singl etového stavu 
s vyššími hladinami tripletového stavu. Z tripletového stavu Ti se excitovaný elektron navrací do 
základního stavu So za současné ztráty energie ve formě fotonu. Tento děj se nazývá fosforescence 
(Obr. 2). Tripletový stav molekuly má nižší energii než příslušný singletový excitovaný stav, takže 
přechod do základního stavu je spojen s emisí záření o delší vlnové délce než při fluorescenci. 
Protože molekula setrvává v tripletovém stavu poměrně dlouho, může ztratit svou energii snáze 
jinými pochody než fosforescencí, např. kolizí s molekulami rozpouštědla. 

VR 
t -

i -
o -

- VK 

Absorpce 
< > 

_/w>-: 
MP 

zpožděná fluorescence 

- j rp 

fosforescence 

Základní stav flu orescénce 

Obr. 2 Jabloňskiho diagram - energetické přechody při vzniku fluorescence a fosforescence. 
Přechody: VR - vibrační relaxace, V K - vnitřní konverze, MP - mezisystémový přechod 

Luminiscenční zářivý tok roste s množstvím absorbovaného záření, kvantovým výtěžkem 
luminiscence (tj. poměrem udávajícím počet emitovaných fotonů a absorbovaných fotonů). 
Luminiscenci nepříznivě ovlivňuje vyšší teplota, která zvyšuje pravděpodobnost nezářivých 
přechodů [1]. 

Fluorescence i fosforescence trvá i po přerušení budícího záření. Rozdíl je vtom, že 
fluorescence, která se vyskytuje hlavně v parách, kapalinách a roztocích, trvá 10~10 až 10~7 s po 
ukončení osvětlování, kdežto fosforescence trvá 10"6 s až sekundy [2]. 

2.1.4 Doba života fluorescence a kvantový výtěžek 

Doba života fluorescence a jeho kvantový výtěžek patří mezi nej důležitější vlastnosti 
fluoroforu. Kvantový výtěžek je poměr počtu emitovaných fotonů a počtu fotonů absorbovaných. 
Doba života fluoroforu určuje dobu, po kterou je fluorofor schopný interagovat nebo difundovat 
v excitovaném stavu v prostředí fluoroforu. Všechny interakce v excitovaném stavu se následně 
projeví na emisi tohoto fluoroforu. Především je soustředěna pozornost na to, jakým způsobem se 
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fluorofor dostane zpět do základního stavu, konkrétně jestli se fluorofor vrátí do základního stavu 
zářivým nebo nezářivým přechodem nebo kombinací obou přechodů. Takže se jedná o kombinaci 
rychlosti zářivého přechodu (kr) a rychlosti přechodu nezářivého ( knt). 

Jak již bylo zmíněno výše, kvantový výtěžek představuje poměr počtu emitovaných 
a absorbovaných fotonů. Rychlostní konstanty kr a km představují depopulaci excitovaného stavu, 

takže podíl fluoroforu vracejícího se díky zářivému přechodu, tedy kvantový výtěžek, může být 
znázorněn rovnicí: 

k. + k„ 
(1) 

Z rovnice 1 plyne, že kvantový výtěžek se bude blížit jedné, pouze pokud rychlostní konstanta 
zářivého přechodu bude mnohem větší než rychlostní konstanta nezářivého přechodu. Jedna 
z molekul, která má kvantový výtěžek blízký jedné, je fluorescenční sonda známá jako perylen. 

Doba života fluoroforu je definována jako průměrná doba strávená v excitovaném stavu 
vzhledem k rychlosti jeho přechodu do základního stavu. Když zde bude vycházeno z chemické 
kinetiky a bude zvolen zředěný roztok, který obsahuje látku A o koncentraci [A] (mol/dm3) a tento 
vzorek bude excitován krátkým pulzem, tak v čase 0 tento puls způsobí, že přejde určitý počet 
molekul A do excitovaného stavu A * . Tyto molekuly se následně navrací do základního stavu 
buď zářivým, nebo nezářivým přechodem nebo oběma typy přechodů. Rychlost vyhasínání 
excitovaných molekul může být vyjádřena následující rovnicí: 

A * 

dt (K+Kr) A* (2) 

Řešením rovnice 2 je: 

f t ^ 
" A * " = " A * " exp 

0 
i 

v Ts j 
(3) 

kde zs je doba života excitovaného stavu a je dána rovnicí: 

1 
kr + k„ 

(4) 

Pokud jedinou možností deexcitace je zářivý přechod z hladiny S} do S 0 , tedy emise fluorescence, 

rovnice pro dobu života změní tvar na: 

(5) 

Doba života, která je určena pouze reciprokou hodnotou rychlostní konstanty zářivého 
přechodu, se nazývá přirozená doba života (natural nebo intrinsic lifetime). Tato doba života může 
být teoreticky spočítána z absorpčního spektra, extinkčního koeficientu a emisního spektra 
fluoroforu pomocí Strickler-Bergova vztahu [2],[3] 
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h J ^ i 7 ( v F ) d v F

J vA 

kde n je index lomu, s je molární absorpční koeficient a pro F- (v F ) platí vztah: 

o 
J F - ( v F ) d v F = 0 F (7) 

;:- ,.i:-l:i:.í 
Rürp-DuitöllD (típlata) 'A r tj (i>if 

Benzen Ethanol (293 K) 0,04 31 

Naftalen 
Ethanol (293 K) 0,21 i,7 
Cyldohesan (293 K) 9,19 96 

Antracén Ethanol (293 E) 0,27 5,1 
Cyklohexan (293 K) 9,30 5,24 

Pervlen 

Pvren 

FeniQÍren 

n-Heian 9.98 
Cyklohexan (293 K) 9,78 É 

Ethanol (293 K) 0 f íS 419 
Cykloheian (293 K) 0,65 Í50 

Ethanol (293 K) 0,13 
n-Heptan (293 K) 0J6 0,60 
PolymerDÍ film 0.12 

Obr. 3 Příklady fluoroforů, jejich kvantové výtěžky fluorescence <řFa doby života (r s ) [1] 

2.1.5 Anizotropie fluorescence 

Při excitaci polarizovaným světlem je emise většiny vzorků také polarizovaná. Základ 
anizotropie představuje existence přechodového momentu absorpce a emise, který leží podél 
specifického směru závislého na struktuře fluoroforů [4]. V biomolekulách se anizotropie změní 
vlivem rotační difúze i vnitřní flexibility. Anizotropie fluorescence se používá například pro 
studium denaturace proteinů, interakci proteinů s jinými makromolekulami, studium vnitřní 
viskozity membrán a například pro klinickou detekci proteinů zodpovědných za onemocnění. 
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Zdroj 

Polarizátor 

Detektor 

Obr. 4 Schéma měření anizotropie fluorescence [4] 

Měření anizotropie fluorescence je zobrazeno na Obr. 4. Při měření anizotropie je vzorek 
excitován vertikálně polarizovaným světlem. Elektrický vektor excitačního záření leží paralelně 
s osou z. Intenzita emise se měří přes polarizátor. Pokud je emisní polarizátor orientován paralelně 
vůči excitačnímu paprsku, značí se tato intenzita 7||5 pokud je orientován vertikálně, značí se I±. 

Tyto intenzity se následně použijí pro výpočet anizotropie fluorescence podle rovnice: 

r = ̂  (8) 
1,-21, 

Rovnice 8 ale nepočítá s citlivostí detekčního systému na vertikálně a horizontálně polarizované 
světlo. Z toho důvodu je potřeba zavést korekční faktor, který se nazývá G faktor. Pro výpočet 

skutečného poměru — je potřeba zjistit právě hodnotu G faktoru. Pokud zavedeme, že Sv a SH  
7 ± 

budou citlivosti emisního kanálu pro vertikálně a horizontálně orientovanou komponentu, Iw a 
IVH budou pozorované vertikálně a horizontálně polarizované intenzity, pak rovnice pro poměr 
pozorovaných intenzit bude mít tvar: 

I V I I 
1VH H 11 11 

(9) 

G faktor lze jednoduše měřit pomocí horizontálně polarizované excitace. S horizontálně 
polarizovanou excitací je distribuce v excitovaném stavu pootočena tak, aby ležela ve stejném 
směru s osou pozorování. Následně horizontálně i vertikálně polarizované komponenty j sou stejné 
jako I±. Shodují se, protože elektrické pole je shodně rozložené okolo osy pozorování. Oba 
polarizátory se nachází kolmo k polarizaci excitovaného záření. Jakýkoli měřený rozdíl mezi IHV a 
IHH musí být způsoben vlivem detekčního systému. Z toho důvodu můžeme pro anizotropii psát 

rovnici: 
An/ - GL, 

LVV •2GL 
(10) 

VII 
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Stacionární anizotropie je zjištěna za pomoci kontinuální iluminace vzorku, čímž získáme 
průměrnou hodnotu anizotropie za určitý časový úsek. Další informace lze získat pomocí měření 
časově rozlišené anizotropie. Hodnoty r{f) jsou měřeny po krátkém excitačním pulzu. 

Vyhasínání anizotropie závisí na velikosti, tvaru a flexibilitě pozorovaného fluoroforu. Měří se 
tedy polarizované časově závislé vyhasínání fluorescence a jednotlivé křivky jsou použity pro 
výpočet časově rozlišené anizotropie: 

Následně je vypočítané vyhasínání anizotropie analyzováno pomocí různých matematických 
modelů a statisticky se vyhodnotí, jestli se příslušný model shoduje s vypočítaným vyhasínáním 
anizotropie. Z matematických modelů lze stanovit rotační korelační časy (#), počáteční 
anizotropii (r0) a limitní anizotropii ( r x). 

2.1.6 Zhášení fluorescence 

Zhášení fluorescence představuje jakýkoli proces snížení intenzity fluorescence vzorku. 
Zhášení vycházející z kolizních střetů mezi molekulami fluoroforu (látka schopná fluorescence) a 
zhášeče se nazývá dynamické zhášení. Jestliže se molekuly fluoroforu váží na molekuly zhášeče, 
nazývá se toto zhášení statické. Zhášení všeobecně bylo a je intenzivně studováno v souvislosti 
s biochemickými systémy. Ze zhášení fluorescence v biologických systémech je možno zjistit 
některé informace o molekulách, mezi kterými ke zhášení dochází, nebo o prostředí, ve kterém ke 
zhášení dochází. V podstatě dostáváme informace o příslušném donor-akceptorovém páru, což 
představuje molekuly nebo charakteristické skupiny molekul, které jsou schopny darovat nebo 
přijmout například energii nebo elektron, z čehož donorem je molekula poskytující energii a 
akceptorem je molekula tuto energii přijímající. Pokud se vybere správný donor-akceptorový pár, 
je možno odhalit umístění látky v membráně buňky [5] nebo lze například určit vzdálenost mezi 
dvěma místy molekuly proteinu, čímž lze charakterizovat skládání proteinů, tzv. protein 
folding [6], [7]. 

2.1.6.1 Zhášeče fluorescence 

Široká řada látek se chová jako zhášeč fluorescence. Jedním z nej známějších zhášečů 
fluorescence je molekulární kyslík, který zháší téměř všechny známé fluorofory. 
Nej pravděpodobnějším mechanismem zhášení fluorescence kyslíkem je nezářivý přechod 
fluoroforu do tripletového stavu, tedy mezisystémový přechod fluoroforu. V roztocích je tripletový 
stav zhášen s maximální efektivitou, takže fosforescence není pozorována. Aromatické a alifatické 
aminy jsou také efektivními zhášeči fluorescence většiny nesubstituovaných aromatických 
uhlovodíků. Již dlouho a dobře známým příkladem může být antracén, který je efektivně zhášen 
dietylanilinem [8]. V případě antracénu a dietylanilinu se formuje excitovaný komplex zvaný 
exciplex. K formování exciplexu dochází proto, že fluorofor v excitovaném stavu přijme elektron 
z aminu. V nepolárních rozpouštědlech můžeme tento proces klasifikovat jako reakci 
v excitovaném stavu, protože samotná fluorescence exciplexu bývá pozorována, kdežto 
v polárních rozpouštědlech je fluorescence tohoto exciplexu zhášena, takže se interakce mezi 
antracenem a diethylanilinem jeví jako klasické zhášení. 
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Dalším typickým procesem, při kterém dochází ke zhášení, je efekt těžkého atomu. Patří sem 
například jód nebo brom. Halogenované sloučeniny jako jodbenzen, tri chlor ethanol nebo 
brombenzen zháší mechanismem dynamického zhášení. Zhášení většími halogeny jako bromidy a 
jodidy může vyústit k mezi systémovému přechodu do tripletového stavu, který je způsoben "spin-
orbit couplingem" (vzájemná interakce magnetických momentů spinového pohybu elektronů a 
orbitálního pohybu elektronů) excitovaného fluoroforu a halogenu [9], [10]. Mechanismus zhášení 
je pravděpodobně odlišný pro sloučeniny obsahující chlor. Indoly, karbazoly a jejich deriváty jsou 
velice citlivé na zhášení chlorovanými uhlovodíky a tzv. elektronovými "scavengery" jako 

_ 2-|- 2+ 2+ 2+ 
protony, histidin, cystein, fumarát, N 0 3 , Cu , Pb , Cd a M n [11]. Zhášení těmito látkami 

pravděpodobně zahrnuje přenos elektronu z fluoroforu ke zhášeči. 
Dalšími zhášeči fluorescence mohou být puriny, pyrymidiny, Af-methylnikotinamid nebo 

N-alkylpyridinium. Například pyren může být zhášen cetylpyridinium chloridem. Často je u těchto 
aromatických sloučenin pozorováno jak statické, tak i dynamické zhášení, kde komplex 
v základním stavu tvořený při statickém zhášení může být velice stabilní. 

Protože spousta molekul se chová jako zhášeč, může být lehce vybrán vhodný pár fluoroforu a 
zhášeče. Některé zhášeče mohou být vysoce selektivní pro určitý fluorofor. Selektivita často záleží 
na mechanismu zhášení, který zase bude záviset na chemických vlastnostech jednotlivých 
molekul. 

2.1.6.2 Dynamické zhášení 

Dynamické zhášení může být popsáno Stern-Volmerovou rovnicí: 

ZL = l + kqT0[Q]=l + KD[Q], (12) 
F 

kde F0 a F jsou intenzity fluorescence v nepřítomnosti zhášeče a v přítomnosti zhášeče, kq je 

bimolekulární rychlostní konstanta zhášení, r 0 představuje dobu života fluoroforu bez přítomnosti 

zhášeče a <2 je koncentrace zhášeče. Stern-Volmerova konstanta zhášení pak je dána rovnicí 

KD =kIq. Pokud je známo, že se jedná kompletně o dynamické zhášení, bude Stern-Volmerova 

konstanta představována jako KD. Pokud se na zhášení bude podílet i jiný proces deaktivace, 

například statické zhášení, bude Stern-Volmerova konstanta popsána Ksv . 

Data jsou většinou prezentována jako graf závislosti poměru intenzit fluorescence bez 
přítomnosti zhášeče a v přítomnosti zhášeče na koncentraci zhášeče. Protože tato závislost by měla 
být lineární, mělo by být možno ze směrnice přímky této závislosti získat konstantu KD (Obr. 5). 

16 



(F*) 

f(t) 

. vyšší teplota 

Obr. 5 Stern-Volmerův graf pro dynamické zhášení a schéma mechanismu dynamického 
zhášení [4] 

Pokud pozorujeme Stern-Volmerův lineární průběh závislosti, nemusí to ještě znamenat, že se 
jedná o dynamické zhášení. Také statické zhášení dává lineární průběh závislosti. Statické a 
dynamické zhášení může být odlišeno závislostmi jednotlivých procesů na teplotě nebo viskozite 
nebo například měřením časově rozlišené fluorescence. Vyšší teplota ústí k rychlejší difúzi, takže 
dynamické zhášení bude efektivnější. Vyšší teplota také způsobí disociaci slabě vázaných 
komplexů, což vyústí k nižšímu podílu statického zhášení, protože principem statického zhášení je 
tvorba nefluorescentního komplexu (Obr. 6). 

Dynamické zhášení Statické zhášení 

Obr. 6 Porovnání dynamického a statického zhášení [4] 
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Stern-Volmerova rovnice může být také získána, pokud se uváží frakce excitovaných fluoroforů 
F 

v poměru k celkovému množství fluoroforů, které vykazují emisi. Tato frakce (—) je dána 

poměrem rychlosti vyhasínání fluorescence v nepřítomnosti zhášeče (y) a celkové rychlosti 

vyhasínání fluorescence v přítomnosti zhášeče (y + kq [ß ] ) : 

F v 1 
(13) 

ŕ o r + kq[Q] l + KD[Q] 

Rovnice 13 je opět Stern-Volmerovou rovnicí. Jelikož dynamické zhášení představuje proces, 
který snižuje populaci excitovaného stavu, tak doba života při absenci zhášeče ( r 0 ) a v přítomnosti 

( r ) zhášeče bude dána rovnicemi: 

t 0 = - (14) 
r 

a tedy Stern-Volmerova rovnice má tvar: 

^=l + kqTQ[Q] = l + KD[Q] (15) 

Z rovnice 16 plyne důležitá charakteristická vlastnost dynamického zhášení. Platí zde, že snížení 
intenzity fluorescence je přímo úměrné snížení doby života fluorescence: 

£ = * 06) 
F T 

Pokud je vynesena závislost — na koncentraci zhášeče, tak se směrnice výsledné závislosti 
r 

bude rovnat KD a bude možno z této směrnice vypočítat rychlostní konstantu dynamického 

zhášení kq. K poklesu v době života při dynamickém zhášení dochází proto, že dynamické 

zhášení je proces, který snižuje populaci excitovaného stavu bez emise fluorescence. Tím je 
snížena jak intenzita fluorescence, tak i příslušná doba života. U statického zhášení nedochází 
k poklesu doby života fluorescence, protože je vytvořen nefluorescentní komplex mezi 
fluoroforem a zhášečem v základním stavu. Casově-rozlisenou fluorescencí jsou pozorovány 
pouze fluorofory v excitovaném stavu, takže všechny molekuly v excitovaném stavu mají dobu 
života r 0 . 

2.1.6.3 Statické zhášení 

Principem statického zhášení je formace nefluorescentního komplexu. K tvorbě tohoto 
komplexu může dojít buď díky tzv. sféře efektivního zhášení, anebo přímou tvorbou 
nefluorescentního komplexu v základním stavu (Obr. 7). 
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STATICKÉ 
ZHÁŠENÍ 

M*...Q 

hv 

M...Q 

Fluorofor bez emise 

Sféra efektivního zhášení 
zhášecí sféra 

í © ( § ) 

fluorofor bez emise Fluorescence bez vlivu zhášení 

Formování nef luorescentního komplexu v základním stavu 

®® @ ® @ 
Fluorofor bez 

Fluorofor bez 
emise 

emise ® M + Q MQ 

Obr. 7 Schéma statického zhášení [4] 

2.1.6.3.1 Sféra efektivního zhášení 

Může nastat situace, kdy fluorofor v excitovaném stavu a zhášeč nemohou měnit svou 
vzájemnou pozici v prostoru během doby života excitovaného stavu (například v prostředí 
s vysokou viskozitou nebo v rigidní matrici). Pro tuto situaci navrhl Petrin model zhášení, ve 
kterém se molekula zhášeče nachází uvnitř sféry o objemu V která obklopuje fluorofor (tento 

objem je nazýván sféra efektivního zhášení, aktivní sféra nebo jen sféra zhášení). Pokud se zhášeč 
nachází mimo aktivní sféru, nemá zhášeč žádný vliv na fluorofor. Pokud se ale dostane zhášeč do 
oblasti aktivní sféry, intenzita fluorescence je snížena, avšak na dobu života fluorescence nemá 
zhášení žádný vliv (Obr. 7). 

Protože intenzita emise fluorescence je přímo úměrná pravděpodobnosti, že se zhášeč nachází 
v objemu V , může být tato pravděpodobnost vyjádřena rovnicí 17: 

P0 = exp(-(n)) = exp(-vqNa[Q]), (17) 

kde Na je Avogadrova konstanta a P0 je pravděpodobnost, že se zhášeč nenachází v objemu V . 

Perrinův model tedy předpokládá, že intenzita emise je přímo úměrná P0, z čehož vyplývá tvar 

pro Perrinův model: 

o  

F 
exp(vqNa[Q]) (18) 

V porovnání se Stern-Volmerovou rovnicí není závislost na koncentraci zhášeče lineární, 

ale vykazuje odchylku od linearity ve vysokých koncentracích zhášeče (Obr. 8). Ze směrnice této 
závislosti je možno vypočítat objem V . 
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Obr. 8 Příklad zhášení v aktivní sféře. Zhášení NATA (N-acetyl-L-tryptophanamide) pomocí 
akrylamidu [12] 

2.1.6.3.2 Tvorba nefluorescentního komplexu v základním stavu 

Předpokladem této teorie je tvorba nefluorescentního komplexu v základním stavu (Obr. 7) v 
poměru 1:1 podle rovnováhy: 

M+Q 7z± M Q (19) 

Doba života excitovaného stavu zůstává neovlivněna, protože k tvorbě komplexu dochází 
v základním stavu. Sice se intenzita fluorescence snižuje s rostoucí koncentrací zhášeče, ale 
vyhasínání fluorescence po excitačním pulzu zůstává neovlivněno. Příkladem některých látek, 
které jsou zodpovědné za statické zhášení, jsou chinony, hydrochinony, puriny nebo pyrimidiny. 

Závislost intenzity fluorescence na koncentraci zhášeče může být odvozena přes konstantu 
stability vzniklého nefluorescentního komplexu. Konstanta je dána z předchozí rovnice jako: 

[MQ] 

a celková koncentrace fluoroforu [M ] je: 

[M]0=[M] + [MQ], 

což vede k rovnici 22 pro frakci nekomplexovaného fluoroforu: 

W _ i 

(20) 

(21) 

(22) 

Pokud se vezme v úvahu, že intenzita fluorescence je přímo úměrná koncentraci fluoroforu 
(platí pouze ve zředěných roztocích), tak rovnice 22 může být napsána jako: 

l + Ks[Q] (23) 
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Výsledná závislost — na koncentraci zhášeče je opět lineární, stejně jako tomu bylo v případě 
F 

dynamického zhášení (Obr. 9). Změnou oproti rovnici dynamického zhášení je to, že rychlostní 
konstanta zhášení je v případě statického zhášení konstanta stability komplexu. 

^ (FQ)* 

bez emise 

F* + Q ^ 

vyšší teplota 

Obr. 9 Schéma statického zhášení tvorbou nefluorescentního komplexu v základním stavu a 
schéma závislosti poměru intenzity fluorescence v nepřítomnosti a v přítomnosti zhášeče na 
koncentraci zhášeče [4] 

2.2 Asociační procesy 

2.2.1 Asociativní (micelární) koloidy 

Existuje skupina látek, která jen za nízkých koncentrací tvoří pravé roztoky, ale po překročení 
určité koncentrace jejich molekuly asociují a vytvářejí koloidní částice. Tyto polymolekulární 
útvary se nazývají micely a látky, které se chovají tímto způsobem, jsou označovány jako 
micelární neboli asociativní koloidy [13]. 

Tyto soustavy bývají klasifikovány jako lyofilní, protože jsou v daném disperzním prostředí 
rozpustné a nepotřebují umělou stabilizaci. Velikost i fyzikální vlastnosti micel jsou určeny 
okamžitými stavovými veličinami (tedy teplotou, tlakem, koncentrací vlastní i koncentrací 
přidaných látek) a nezávisí na historii systému. Lyofilní systémy jsou reverzibilní. 

2.2.1.1 Molekulární struktura micelárních koloidů 

Schopnost vytvářet micely je podmíněna zvláštní strukturou molekul, tzv. tenzidů. Molekula 
tenzidu je amfipatická neboli amfifilní, tj. musí se skládat z lyofilní části, která má tendenci se 
v daném prostředí rozpouštět, a z lyofobní části, která je naopak v temže prostředí nerozpustná 
(Obr. 10). Neochota lyofobní části ke kontaktu s molekulami rozpouštědla je pak příčinou 
asociace. Ve většině případů se jedná o povrchově aktivní látky (PAL) rozpustné ve vodě, jejichž 
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molekuly obsahují silně hydrofilní polární skupinu, která je schopna zajistit rozpustnost ve vodě, a 
silně hydrofobní nepolární část, tedy jeden nebo více uhlovodíkových řetězců. Aby docházelo 
k asociaci těchto látek, musí mít povrchově aktivní látky dostatečně dlouhý uhlovodíkový řetězec. 
Podle toho, zda a jak podléhá hydrofilní skupina elektrolytické disociaci, se dělí micelární koloidy 
na ionogenní a na neionogenní neboli neutrální. Ionogenní se ještě dále dělí na kationtové, 
aniontové a amfoterní. 

hydrofilní část - hlava hydrofobní část - uhlovodíkový řetězec 

Obr. 10 Amfifilní molekula (tenzid) 

2.2.1.2 Vznik micel 

Zředěné roztoky micelárních koloidů se vyznačují charakteristickým průběhem závislostí 
různých fyzikálních vlastností na koncentraci. Ve velkých zředěních tvoří micelární koloidy pravé 
roztoky. Při určité koncentraci nastávají na křivkách koncentračních závislostí různých fyzikálně-
chemických vlastností ostré zlomy. Při této určité koncentraci dosahuje hydrofobní část molekuly 
tenzidu minimálního styku s vodou. Tato koncentrace se nazývá kritická micelární koncentrace 
(CMC). Je to nej vyšší možná koncentrace, při níž je asociativní povrchově aktivní látka v roztoku 
převážně v molekulové (iontové) formě. Nad C M C dochází k tvorbě asociátů molekul rozpuštěné 
látky ve větší celky, koloidní micely. Tvorbu micely také charakterizuje tzv. agregační nebo 
asociační číslo. Toto číslo udává, kolik molekul tenzidu se podílí na struktuře micely. 

Při mnohem nižších koncentracích než je kritická micelární koncentrace, dochází k tvorbě 
tenzidu v agregované formě, nikoliv však k tvorbě micel. Koncentrace, při které se tvoří takovéto 
typy agregátů, je nazývána kritická agregační koncentrace (CAC) [14]. 

2.2.1.3 Struktura micel ve zředěném vodném roztoku 

Existence micel byla potvrzena mnoha experimentálními metodami, ale o jejich velikosti 
a tvaru, zvláště v koncentrovanějších roztocích, existuje mnoho různých představ. Velikost a tvar 
micel závisí na koncentraci, teplotě, struktuře PAL, charakteru mezimolekulárních sil atd. 
Měřením rozptylu světla byla potvrzena domněnka, že micely ve zředěných roztocích mají kulový 
tvar, proto se mluví o sférických micelách (Obr. 11). Na povrchu jsou molekulám vody vystaveny 
hydrofilní skupiny, zatímco hydrofobní uhlovodíkové řetězce jsou sdruženy v jádru micely tak, 
aby jejich kontakt s vodou byl co nejmenší [15]. 
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Obr. 11 Struktura micely 

2.2.1.4 Obrácené (reverzní) micely 

Některé amfifilní molekuly vytvářejí v nepolárních rozpouštědlech micely, jejichž jádro tvoří 
polární skupiny, zatímco uhlovodíkové řetězce směřují ven do nepolárního prostředí (Obr. 12). 
Kritická micelární koncentrace u obrácených micel je těžko definovatelná, protože oblast přechodu 
z pravého roztoku na koloidní roztok pokrývá širší interval koncentrací. Silně polární jádro micely 
velmi ochotně rozpouští vodu, což má za následek zvýšení hodnoty asociačního čísla (ale i přes 
zvýšení asociačního čísla reverzních micel bude toto číslo stále menší než asociační číslo micel 
vytvořených v polárním rozpouštědle). Kvůli polárnímu jádru bývá velmi obtížné připravit 
dokonale bezvodé roztoky. Jádro reverzní micely je vhodným prostředím pro katalýzu některých 
chemických reakcí. 

Obr. 12 Struktura obrácené (reverzní) micely 

2.2.2 Solubilizace 

Mnohé hydrofobní nebo amfifilní sloučeniny, které se ve vodných roztocích málo rozpouští, 
nebo sloučeniny, které se ve vodných roztocích nerozpouští vůbec, se rozpouští lépe v micelárním 
roztoku. Tento jev je nazýván solubilizace. Lze jej pozorovat pouze při koncentraci vyšší než 
C M C , z čehož vyplývá, že solubilizovaná látka není v koloidním roztoku přítomna v disperzním 
prostředí, aleje začleněna do micely. 

Nepolární látky se rozpouštějí v jádru micely, amfifilní molekuly (tzv. kosurfaktanty) se 
rozmisťují v micelách tak, že jejich uhlovodíkové řetězce směřují dovnitř micel a polární skupiny 
do vodné fáze. Polární látky jsou solubilizovány na povrchu micely nebo v těsné blízkosti jejího 
povrchu (Obr. 13). 
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Obr. 13 Solubilizace a) kosurfaktantů, b) nepolárních látek, c) polárních látek 
solubilizovaných na povrchu micely 

2.3 Hyaluronan 

Kyselina hyaluronová je vysokomolekulárni, biologicky odbouratelný, netoxický a nehořlavý 
lineární polysacharid, který objevili v roce 1934 Karl Meyer a jeho asistent John Palmer. Izolovali 
j i ze sklivce hovězích očí. Název kyselina hyaluronová vznikl ze slov hyaloid (sklivec) a uronová 
kyselina. Nejčastěji je tato látka označována jako hyaluronan [16]. 

Kyselina hyaluronová nabízí mnoho klinických uplatnění. První klinické použití kyseliny 
hyaluronové se datuje do roku 1968, kdy byly popáleniny léčeny čištěnou kyselinou 
hyaluronovou. Od té doby si kyselina hyaluronová našla cestu do téměř všech oblastí medicíny 
[17]. 

2.3.1 Chemická struktura 

Z hlediska chemické struktury se hyaluronan skládá ze stále se opakujících sacharidových 
jednotek, a to z kyseliny D-glukoronové a z D-/V-acetylglukosaminu. Jednotlivé sacharidové 
jednotky se k sobě váží beta-1,4 a beta-1,3 glykosidickými vazbami (Obr. 14). 

Obr. 14 Chemická struktura kyseliny hyaluronové 
24 



2.3.2 Metabolismus kyseliny hyaluronové 

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamický. Některé buňky, jako jsou například 
chondrocyty v chrupavkách, aktivně syntetizují a katabolizují hyaluronan po celý jejich život. 
Studie těchto metabolismů ukázaly, že poločas rozpadu hyaluronanu v chrupavkách se pohybuje 
okolo dvou až tří týdnů. Dalším příkladem buněk, které aktivně syntetizují a rozkládají 
hyaluronan, patří keratinocyty v pokožce. V tomto případě je poločas rozpadu hyaluronanu 
podstatně nižší. Je menší než den [16]. 

2.3.3 Výskyt a vlastnosti kyseliny hyaluronové 

Hyaluronan se vyskytuje u všech obratlovců nebo u streptokoků. Hyaluronan je významnou 
měrou zastoupen v extracelulárních matricích, kde se dělí většina tkáně. U člověka se ve vysoké 
koncentraci vyskytuje v kožní tkáni, v kloubech nebo v očním sklivci. Má unikátní hygroskopické, 
reologické a viskoelastické vlastnosti. Ve většině případů je hyaluronan v extracelulární matrix 
organizován pomocí specifických interakcí s ostatními molekulami. Vysokomolekulárni 
hyaluronan o vysokých koncentracích může díky stérickým interakcím tvořit zapletené 
molekulární sítě. Také může tvořit vlastní asociáty mezi jednotlivými molekulami nebo uvnitř 
těchto molekul, což se děje, pokud úsek hydrofobní části molekuly hyaluronanu reversibilně 
interaguje s hydrofobním povrchem jiné molekuly. Tyto asociáty vykazují jiné vlastnosti než 
izolované molekuly hyaluronanu. Mohou klást odpor rychlému, krátce trvajícímu toku sítí a tím 
vykazují elastické vlastnosti, které mohou šířit různé síly uvnitř sítě. Pokud je ale na síť působeno 
pomalým, dlouhotrvajícím tokem, asociát může částečně separovat a srovnat molekuly, přičemž se 
projevují viskózni vlastnosti kapaliny. 

2.3.4 Hydratační obal 

Hyaluronan tvoří ve vodných roztocích hustou polymerní síť, která je stabilizována vodíkovými 
vazbami a hydrofobními interakcemi [18], což je důvodem, spolu s polaritou hyaluronanu, 
vysokého zadržování vody. Zároveň se předpokládá, že zadržování vody představuje jeden 
z nej důležitějších aspektů biologických funkcí hyaluronanu [19]. 

Nicméně se v literatuře objevují i odlišné představy o zadržování vody hyaluronanem, které 
tvrdí, že není nic moc zajímavého na chování hyaluronanu v roztoku. Podle [20] a [21] není 
hyaluronan pokrytý souvislým hydratačním obalem, ale velkými vodními klastry, které jsou 
vázané k hyaluronanu nebo uvězněné uvnitř řetězců hyaluronanu a mohou být tím důvodem, proč 
hyaluronan tvoří vysoce viskózni roztoky i v malých koncentracích. 

2.4 Polystyren sulfonát 

Polystyren sulfonát sodný (PSS) je z chemického pohledu sůl polykyseliny s funkčními 
sulfonátovými skupinami, navázanými na polymerní řetězec tvořený monomery styrenu. Struktura 
tedy vychází z polymeru polystyrenu, kde jednotlivé monomerní jednotky jsou sulfonovány 
funkčními skupinami SCh~ (Obr. 15). Tento polymer je dobře rozpustný ve vodě a je téměř 
nerozpustný v nižších alkoholech. Polystyrensulfonát tak samovolně nezaujímá strukturně 
organizovanější formy a ve vodném roztoku tvoří náhodně organizované shluky [22], [23]. 
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Obr. 15 Struktura PSS 

Polystyren sulfonát zároveň představuje polymer s vysokou elektronovou hustotou, což zněj 
činí i silný polyelektrolyt. Jelikož u PSS byla prokázána interakce s kationtovými tenzidy, bude 
tento polymer vhodný jako srovnání biopolymeru (hyaluronan) a syntetického polymeru [22], 
[24]. 

2.5 Polyvinyl pyrrolidon 

Poly (N-vinyl-2-pyrrolidone) (PVP) představuje opakující se monomerní jednotky N-vinyl 
pyrrolidonu. Jde o flexibilní a náhodně uspořádaný polymer, který je vysoce rozpustný ve vodě a 
také v organických rozpouštědlech. PVP se používá v různých aplikacích díky jeho vysoké 
chemické stabilitě a výrazné schopnosti formy komplexů [25], [26]. 

Obr. 16 Struktura PVP 

2.6 Albumin hovězího séra 

Albumin hovězího séra (BSA) je protein získaný z hovězí krevní plazmy. B S A je tvořen a-
helicoidálním globulárním proteinem, který se skládá z jednoho polypeptidického řetězce s 583 
aminokyselinami. Séum albuminy představují nejvíce studované proteiny v krevní plazmě a 
zároveň se používají v různých aplikacích v přírodních vědách nebo jako modelové systémy pro 
vázání proteinu a Ugandu. Díky emulzifikujícím vlastnostem se B S A také používá jako aditivum 
v potravinářském průmyslu nebo se využívá jako nosič léčiv [27], [28]. 

J n 
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2.7 Karboxymethyl celulóza 

Karboxymethyl celulóza (dále označována jako K M C ) představuje aniontový polymer 
rozpustný ve vodě, který je odvozený od celulózy a nejčastěji se používá ve formě sodné soli. 
Čistá K M C je bílý prášek bez chuti a bez zápachu. Není rozpustná v organických rozpouštědlech, 
ale je rozpustná ve vodě. Jedním z důležitých faktorů, který ovlivňuje viskozitu a rozpustnost 
karboxymethyl celulózy, je stupeň substituce. 

2.7.1 Chemická struktura 

Karboxymethyl celulóza je éter celulózy připravovaný reakcí celulózy a chloroctanu sodného 
za přesných podmínek. 

O -

CH20CH2COONa 

Obr. 17 Ideální struktura karboxymethyl celulózy se stupněm substituce 1 

2.7.2 Výskyt a vlastnosti 

Od jejího komerčního představení v roce 1946 byla karboxymethyl celulóza použita 
v nej různějších aplikacích. Vlastnosti K M C z ní dělají ideální prostředek pro zahušťování, 
stabilizaci nebo tvorbu filmů. Nejvíce sejí využívá v kosmetickém průmyslu (pasty, šampóny,...), 
farmacii (sirupy, suspenze,...) nebo potravinářství (sirupy, jídlo pro psy, zmrzliny,...). 

Jak je již zmíněno výše, viskozita karboxymethyl celulózy závisí na stupni substituce. 
Například produkty se stupněm substituce 1,2 nemají tak vysokou viskozitu jako produkty se 
stupněm substituce 0,7, i když jsou vyrobeny stejnou metodou. Nicméně všechny roztoky 
karboxymethyl celulózy, nehledě na typ, mají pseudoplastické chování [29], [30]. 

2.8 Mikroreologie 
2.8.1 Základní principy mikroreologie 

Klasická reologie používá externí síly, např. kužel, kterým působí silou na vzorek, a zkoumá 
tak viskoelastické vlastnosti roztoků. U mikroreologie se jedná o začlenění drobných částic do 
struktury zkoumaného materiálu (Obr. 18). Vyhodnocením pohybu těchto částic v čase je pak 
možné určit vlastnosti daného materiálu. 
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Obr. 18 Schéma pohybu začleněné částice ve vzorku 

Podle zdroje pohybu rozdělujeme mikroreologii do dvou základních podskupin, a to 
mikroreologii pasivní, využívající pouze tepelného Brownova pohybu, a mikroreologii aktivní, 
která používá aktivní manipulaci částic. Aktivní přístup spočívá ve využití magnetického či 
elektrického pole nebo jiných mikromechanických sil, jako je například užití optické pinzety. Tato 
měření jsou analogická s klasickou reologií, kde je na vzorek vkládán vnější tlak, a tedy je nutno 
použít pro měření externí sílu [31]. 

2.8.2 Pasivní mikroreologie 

Jak už bylo zmíněno dříve, základem pasivní mikroreologie je pohyb částic pouze na základě 
tepelného Brownova pohybu. Typická energie Brownova tepelného pohybu představuje součin 
IÍBT. Nejběžnější metodou v mikroreologii je tzv. videomikroreologie (VPTM - video particle 
tracking microreology), do které patří jednočásticová [32] a dvoučásticová mikroreologie [33]. Na 
základě tepelného pohybu můžeme také stanovit vlastnosti materiálu použitím DLS (dynamic light 
scattering) či FCS (fluorescence correlation spectroscopy). Každou z těchto metod jsme schopni v 
zásadě určit reologické vlastnosti daného materiálu, avšak každá z nich má určité přednosti či 
nedostatky, čímž se stává vhodnou pro jiný typ materiálu s požadovanými parametry. 

2.8.3 Brownův pohyb 

Brownův pohyb je neustálý a náhodný pohyb částic suspendovaných v tekutině (v kapalině nebo 
v plynu), který byl poprvé systematicky sledován Robertem Brownem v roce 1827. Einstein jako 
první vysvětlil v roce 1905 Brownův pohyb suspendované částice jako následek termálního 
pohybu molekul okolní tekutiny. Einsteinova teorie Brownova pohybuje dána rovnicí: 
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ArM = ((r(t)-(r(0W) = 2Dt (24) 

kde (Aŕ^t)) je střední čtverec posunu (mean-square displacement = MSD) volné brownovské 
částice v jedné dimenzi během času t a D je difuzní koeficient. Difúzni koeficient je dán Stokes-
Einsteinovou rovnicí: 

d= k - T 

6XT]R 
(25) 

kde ks je Boltzmannova konstanta, T je teplota, r\ je viskozita tekutiny a R je poloměr částice [31], 
[34]. 

2.8.4 Mikroreologické metody 

V této podkapitole jsou popsány obecné principy jednotlivých metod použitých v této práci pro 
studium mikroreologických vlastností. 

2.8.4.1 Videomikroreologie 

Videomikroreologie je jednou ze stěžejních mikroreologických metod. Až stovky částic 
o velikosti přibližně jednoho mikrometru mohou být sledovány pomocí videomikroreologie. Tento 
přístup poskytuje přímou vizualizaci možných nehomogenit přítomných ve vzorku sledováním 
jednotlivých částic. Stejně tak jsme ale schopni určit vlastnosti vzorku jako celku zprůměrováním 
pohybu těchto částic [31]. 

Princip této techniky spočívá ve sledování a vyhodnocování trajektorií částic odděleně. 
Dynamika jejich pohybu je popsána v čase pomocí korelační funkce, která je také známa jako 
mean squared displacement (MSD = (Ax2(t))) a je definována jako: 

(Ax2(r))=(x(t + T)-x(tf) (26) 

kde x je d-rozměrná pozice částice, r je časový interval a závorky naznačuji, že se jedná 
o průměrnou hodnotu v čase. S konstantou úměrnosti D, která je definována jako difuzní 
koeficient translačního pohybu: 

(Ax2(t))=2dDr (27) 

kde a je časový exponent. 

i J i 
j 

viř 
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Obr. 19 Schéma tvorby MSD 
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2.8.4.2 Fluroescenční (časově-rozlišená) korelační spektroskopie 

Metoda fluorescenční korelační spektroskopie (FCS) je založena na pozorování fluktuací 
v intenzitě fluorescence. Tyto fluktuace jsou pozorovány ve velmi malých objemech (okolo 1 fl). 
Jde o metodu, kde je pozorován konstantní objem a sleduje se, jak v pozorovaném objemu proudí 
fluorofory dovnitř a ven. Právě tento pohyb je zaznamenán jako dočasná fluktuace v intenzitě 
fluorescence. Metoda FCS je velmi citlivá, neboť jen několik fluoroforů může být pozorováno 
najednou. Pokud by byl použit příliš koncentrovaný roztok, v pozorovaném objemu by se 
nacházelo příliš mnoho fluoroforů a bylo by vidět méně fluktuací (signál by byl konstantní). 
Z tohoto důvodu se používá koncentrací v řádu nanomolů. 

Obr. 20 Schéma obecného principu FCS 

Fluktuace fluorescence nemusí vzejít pouze z difúze fluoroforů skrz pozorovaný objem, ale 
může k nim dojít také například chemickou reakcí, komplexací atd. Nicméně jakékoli z těchto 
fluktuací j sou popsány pomocí autokorelační funkce G(r): 

G ( t ) _ m t ú ( 2 8 ) 

Autokorelační funkce (ACF) obsahuje v podstatě dvě důležité informace. První z nich je hodnota 
G(o) neboli G(í) v r = 0 , protože G(o) představuje průměrný počet molekul 

N v pozorovaném objemu. Čím větší je počet molekul, tím menší je hodnota G(o). Přesněji 

G(o) —1 je nepřímoúměrně závislé na N . To tedy znamená, že citlivost FCS se zvyšuje 

s klesající koncentrací fluoroforů. Druhá informace je rychlost a tvar poklesu autokorelační funkce 
G{t). Tento pokles představuje průměrné trvání fluktuace signálu [4]. 

Pokud budeme uvažovat jeden fluorofor pohybující se pomocí Brownova pohybu definovaným 
objemem s hodnotou difuzního koeficientu Dt, pak může být autokorelační funkce psána jako 
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kde W a w. jsou rozměry pozorovaného objemu ve směru kolmém (wxy) a rovnoběžném (wz) 

vůči směru laserového paprsku [2]. 

Rozměry pozorovaného objemu (nazývaný efektivní nebo konfokální objem) jsou ve vztahu 
s objemem efektivního objemu podle rovnice: 

Pokud je známý efektivní objem a z autokorelační funkce byl získán počet molekul, může být 
určena koncentrace fluoroforu podle rovnice: 

Ke klasické metodě FCS patří ještě její vylepšená verze, která spojuje výše zmíněný princip 
měření s metodou TCSPC (princip fungování metody je dále popsán v kapitole 4.1). Kombinace 
obou metod umožňuje vylepšit jisté aspekty FCS. Klasická autokorelační funkce je vypočítána na 
základě příchodu detekovaných fotonů. Pokud se ve vzorku nachází dva fluorofory, výsledná 
autokorelační funkce není jen lineární kombinací. Pokud se navíc vezme v úvahu populace 
v tripletovém stavu, rozptýlené excitační světlo, nečistoty atd., analýza takové autokorelační 
funkce je velmi komplexní. I když vezmeme v úvahu pouze jeden fluorofor, stále je autokorelační 
funkce ovlivněna tripletovým stavem, rozptylem atd. 

Při použití FLCS je použita pulzní excitace, kde jsou zaznamenány dva nezávislé vstupy pro 
každý detekovaný foton. První vstup je makroskopický čas (vztažený k začátku experimentu a 
použitý jako u klasického FCS) a druhý je mikroskopický čas (vztažený k začátku excitačního 
pulzu - nová kvalitativní informace důležitá pro určení přínosu fotonu do autokorelační funkce). 
Oba dva příspěvky jsou vyhodnoceny samostatně při výpočtu autokorelační funkce. Díky FLCS 
lze oddělit ať už dva různé fluorofory, nebo vliv tripeltu, rozptylu atd. a tím zvýšit přesnost určení 
ACF a správnost hodnot počtu molekul [36] (Obr. 21). 

(30) 

N = CV (31) 
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Obr. 21 Příklad odstranění rozptýleného světla pomocí FLCS 

2.8.4.3 Dynamický rozptyl světla 
V současně době je DLS jednou z nejčastěji používaných metod pro měření velikosti částic a 

charakterizaci distribuce velikosti částic. Principem metody je měření intenzity světla rozptýleného 
molekulami v daném vzorku v závislosti na čase. Fluktuace v intenzitě rozptýleného záření je 
převážně dána Brownovým pohybem částic. Vzhledem ke vzájemné korelaci mezi difuzním 
koeficientem a velikostí částic je DLS hojně využívaná nedestruktivní metoda pro určení rozměrů 
částic. Metoda DLS dokáže stanovit velikost částic v řádu nanometrů až po mikrometry. 

Intenzita rozptýleného světla kolísá náhodně podle toho, jak se pohybují jednotlivé částice 
v roztoku. Tato časová závislost intenzity rozptýleného světla je analyzována pomocí 
autokorelační funkce (Obr. 22). Intenzitní korelační funkce je dána podle rovnice: 

gH,h(l(0)l(t)) (32) 

Korelační funkce může být též vyjádřena pomocí Siegertova vztahu: 

g2(t)=l + b\gl(t]\ (33) 

kde g1 (t) = e x p ( - ř / r ) , r = r = Dq2, (34) 

kde I představuje intenzitu rozptýleného záření, q představuje rozptylový vektor a D difúzni 
koeficient. Zdifuzního koeficientu pak může být vyjádřen hydrodynamický poloměr (RH), který 
může být vyjádřen k difuznímu koeficientu podle Stokesova zákona: 

„ kBT 
D = - B— , (35) 

07TT]RH 
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kde kB představuje Boltzmanovu konstantu, T teplotu a rj viskozitu rozpouštědla (disperzního 
prostředí) [37], [38]. 

0.4 

0.3 

^ 0.2 

CT 0.1 

0 

-0.1 

10"1 10 1 10 3 10 5 10 7 10 9 

t, u.s 
Obr. 22 Autokorelační funkce intenzity rozptýleného záření v logaritmické podobě [38] 

3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Fluorescenční spektroskopie představuje jednu z nejvíce používaných metod pro studium 

různých systémů vzhledem k citlivosti fluorescence na změny prostředí, jako jsou polarita, 
viskozita nebo pH. 

3.1 Kritická micelární koncentrace a agregační číslo 

Příkladem použití fluorescence jakožto polaritní závislosti v koloidní ch systémech může být 
určení kritické micelární koncentrace (CMC). Při agregaci tenzidů v micelu ve vodném disperzním 
prostředí můžeme pozorovat následující dvě fáze. Hydrofilní fázi a hydrofobní mikroprostředí 
uzavřené uvnitř micely. Při použití fluorescenční sondy schopné reagovat na změnu polarity 
můžeme z příslušné závislosti stanovit kritickou micelární koncentraci. Jednou z nej používanějších 
fluorescenčních sond pro stanovení kritické micelární (agregační) koncentrace je pyren [39]-[48]. 
Kalyanasundaram a Thomas v roce 1976 ukázali, že poměr prvního a třetího emisního píku 
pyrenu může být použit pro stanovení kritické micelární koncentrace tenzidů vlivem vysoké 
citlivosti vibračních přechodů pyrenu na polaritu prostředí [49]. První emisní pík odráží přechod 
elektronu z nultého vibračního stavu excitované hladiny do nultého vibračního stavu základní 
hladiny (o^-o) . Tento pík představuje referenční hodnotu intenzity fluorescence. Třetí pík 
představuje změnu intenzity fluorescence v závislosti na polaritě, což je přechod 0—»2, tedy 
přechod z nultého vibračního stavu excitované hladiny do druhého vibračního stavu základní 
hladiny [49]. Při vynesení závislosti poměru intenzity fluorescence prvního a třetího emisního píku 
pyrenu (emisní polaritní index - EmPI) na koncentraci CTAB získáme sigmoidní závislost, 
z jejíhož proložení získáme hodnotu kritické micelární koncentrace. Zde ovšem narážíme na 
problém, který z bodů závislosti brát jako hodnotu kritické micelární koncentrace. Nabízí se dvě 
možnosti, a to inflexní bod nebo bod A2 (Obr. 23). Aguiar a spol. porovnávali hodnoty C M C 
změřené pomocí pyrenu, pomocí měření vodivosti, povrchového napětí a s hodnotami uvedenými 
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v další literatuře. Pomocí porovnání naměřených hodnot C M C navrhli následující postup při 

vyhodnocování kritické micelární koncentrace. Jestliže je poměr — menší jak 10, inflexní bod by 
Ax 

měl být vyhodnocen jako hodnota kritické micelární koncentrace. Při hodnotě — větší jak 10, by 
Ax 

se měl brát bod A2 jako hodnota kritické micelární koncentrace [18]. 

1,6 

1,45 

1 1,3 

1,15 

--- yx-Ax 

=CMC, 

1 1 
0,003 0,006 2 0,009 0,012 0,015 

Koncentrace zhášecc 

Obr. 23 Závislost emisního polaritního indexu na koncentraci tenzidu (osa x je zobrazena 
v logaritmickém měřítku) [41] 

Samozřejmě emisní polaritní index nepředstavuje jedinou metodu stanovení kritické micelární 
koncentrace pomocí fluorescenčních sond. Lze také například využít molekul, u kterých můžeme 
detekovat fluorescenci až po inkorporaci této molekuly do hydrofobního jádra micely. Příkladem 
takové sondy může být perylen, nilská červeň nebo například l,6-difenyl-l,3,5-hexatrien (DPH) 
[50]-[53]. Ve vodném roztoku je, u výše zmíněných molekul, naměřena velmi slabá fluorescence. 
Avšak po solubilizaci molekuly do hydrofobního jádra micely prudce vzroste intenzita 
fluorescence a tento bod bývá vyhodnocen jako hodnota kritické micelární koncentrace. Dále lze 
využít změny doby života pro stanovení kritické micelární koncentrace. Například u pyrenu dojde 
ke zvýšení doby života, když jsou molekuly pyrenu solubilizovány v micele [49]. Lze takto využít 
i spoustu dalších sond. Pro cíl této práce bych uvedl příklad fluorescenčních sond, které podstupují 
deprotonaci v excitovaném stavu, například naftol. Při solubilizaci naftolu v micele dojde 
k rapidnímu zvýšení doby života protonované i neprotonované formy naftolu [54], [55]. Jednou 
z novějších technik detekce kritické micelární koncentrace je fluorescenční korelační 
spektroskopie. Zde se využívá schopnosti fluorescenční korelační spektroskopie měřit koncentraci 
fluorescenčních částic, z čehož lze následně vypočítat kritickou micelární koncentraci agregátu 
navázaného na molekulách fluorescenční sondy [56]. 

Dalším důležitým parametrem micel, který se často stanovuje pomocí fluorescenční 
spektroskopie, je agregační číslo neboli počet molekul tenzidu tvořících micelu [4]. Agregační 
číslo obsahuje informace o velikosti micely či jejím tvaru, což může být důležité při stanovení 
stability nebo pro praktické aplikace zkoumaného systému. Nicméně agregační číslo může být 

34 



ovlivněno například teplotou, koncentrací přidaného elektrolytu, přídavkem organických molekul 
atd. [57]-[60] Při využití stacionární fluorescence se opět nejčastěji používá fluorescenční sonda 
pyren. Využívá se zhášení fluorescence pyrenu, tedy sledování poklesu intenzity fluorescence 
v závislosti na koncentraci zhášeče. Ze směrnice této závislosti je možno vypočítat agregační číslo. 
Stacionární metoda předpokládá, že se v systému nachází imobilní sonda i zhášeč, tedy že 
nedochází k žádné intermicelární migraci sondy a zhášeče po dobu života fluorescenční sondy. Při 
použití koncentrace fluorescenční sondy mnohem nižší než je koncentrace micel a pokud se podíl 
koncentrace zhášeče a micel bude měnit v rozmezí hodnot 0 až 2, tak změna intenzity emise 
fluorescence je dána rovnicí 36 [61], [62]: 

0̂ 
— = exp 
F 

[Ql 
[M] 

(36) 

kde [M] představuje koncentraci micel a [Q] koncentraci zhášeče. Dále kinetický poměr — 
k 

(&q představuje rychlostní konstantu intramicelárního zhášení a k rychlostní konstantu 
intramicelárního vyhasínání fluorescence) musí být větší jak 1 a distribuce sondy a zhášeče 
podléhá Poissonově statistice. Pokud by &q bylo stejné nebo menší než k, pak by se získané 
hodnoty agregačního čísla výrazně lišily od hodnoty získané pomocí dalších metod [63], [64]. 

F 
Jestli tedy vyneseme závislost l n — na koncentraci zhášeče, můžeme ze směrnice následující 
závislosti určit agregační číslo: 

f n ^ = - N

r

s s . [ Q l , (37) 
F [ S ] - [ C M C ] 1 J 

kde [S] reprezentuje celkovou koncentraci tenzidu a [CMC] hodnotu kritické micelární 
koncentrace. 

Vzhledem k omezené možnosti použití stacionární metody pro systémy, v nichž kinetický 
poměr dosahuje hodnot okolo jedné, a protože intenzita fluorescence je ovlivněna zhášením 
vzdušným kyslíkem, je lepší použití jiné metody pro stanovení agregačního čísla tenzidů. 
Z fluorescenčních metod se nabízí časově-rozlišená fluorescence. Sice vzdušný kyslík ovlivňuje 
intenzitu fluorescence, ale neovlivňuje dobu života fluorescence. Doba života není ani závislá na 
koncentraci nebo vlnové délce [2]. Vzorek je v tomto případě excitován velmi krátkým světelným 
pulzem a vyhasínání fluorescence se zaznamenává pomocí TCSPC (time-correlated single photon 
counting) zařízení. Při absenci zhášeče se rychlostní konstanta vyhasínání může psát 

k = — (t 0 představuje dobu života fluoroforu v micelární m prostředí) a křivka vyhasínání může 

být popsána monoexponenciální funkcí. Přidání zhášeče způsobí, že se vyhasínání fluorescence 
stává biexponenciální a může být pro výpočty použita rovnice pro micelární zhášení, kterou 
navrhli Infelta a Tachiya [64], [65]: 

F(t) = F (0) exp J - — - C [ l - exp (-Jfcßf )] L (38) 
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kde F(ť) a F(0) jsou intenzity fluorescence v čase t a v čase 0 a C představuje poměr koncentrace 
zhášeče a micel. Pokud je vynesena závislost C na koncentraci zhášeče, tak ze směrnice této 
závislosti může být vypočtena hodnota agregačního čísla [62], [66], [67]: 

C = - ^D -\Q] (39) 
[ 5 ] - [ C M C ] L J 

I stanovení agregačního čísla pomocí časově-rozlišené fluorescence má jednu podmínku. 
Experiment musí být navržen tak, aby hodnoty C byly okolo 1. Vysoká koncentrace zhášeče, tedy 
hodnoty C vyšší jak 2, by mohla ovlivnit strukturu micel [68]. 

Jedna z průkopnických prací porovnávající agregační čísla stanovená pomocí stacionární 
a časově-rozlišené fluorescence je publikace Alargovy a spol. z roku 1998. Porovnávali hodnoty 
samotných tenzidů (kationtové, aniontové i neiontové) a dále tenzidu dodecylsíranu sodného 
(SDS) v přítomnosti polyetylenglykolu. Pokud byl kinetický poměr větší jak 5, byla pomocí obou 
metod zjištěna podobná agregační čísla. V tomto případě šlo jak o některé iontové tenzidy tvořící 
relativně malé micely s nízkou mikroviskozitou, tak i o micely vázané na polymer, kde je sice 
mikroviskozita vyšší, ale hodnoty agregačního čísla jsou relativně nízké. Pro většinu zkoumaných 
systémů byly ale hodnoty zjištěné pomocí časově-rozlišené fluorescence větší než u stacionární 
fluorescence [62]. 

Používanější zobou metod bylo dříve stanovení agregačního čísla pomocí stacionární 
fluorescence, protože vybavení pro časově-rozlišenou fluorescenci představovalo pro běžnou 
laboratoř nemalou investici. V dnešní době se ale vybavení pro časově-rozlišenou fluorescenci 
stalo cenově dostupnou záležitostí, takže se i měření agregačního čísla pomocí této metody 
výrazně rozšířilo. Například Wattebled a spol. měřili agregační čísla kationtových oligomerních 
tenzidů pomocí časově-rozlišené fluorescence. Dalšími příklady může být stanovení agregačních 
čísel komerčních detergentů s přídavkem solí [69], studium růstu micel podvojných 
tenzidů [70], [71] nebo studium agregace potenciálních nosičů léčiv [72]. 
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3.2 Anizotropie fluorescence 

Další důležitou oblast fluorescence při studiu hydratace polymerů a studiu interakcí mezi 
agregáty a polymery představuje anizotropie fluorescence, a to opět stacionární i časově-rozlišená 
anizotropie. Anizotropie představuje fotoselektivní excitaci fluoroforů polarizovaným světlem. 
Excitovány jsou pouze ty molekuly, jejichž přechodový moment je paralelní s elektrickým 
vektorem excitačního záření. Tím pádem může být anizotropie fluorescence použita například pro 
určení viskozity mikroprostředí [73]-[75]. Nyní uvažujme hydrofilní polymer a hydrofilní 
fluorescenční sondu. V některých případech lze pozorovat různé hodnoty emise fluorescence nebo 
různé hodnoty anizotropie s rostoucí koncentrací polymeru. U některých roztoků polymerů 
můžeme vodu rozdělit na volnou vodu a na vodu vázanou u polymeru. Každá z nich má lehce 
jinou strukturu, což umožňuje rozpoznat, jestli se fluorescenční sonda například adsorbuje na 
polymer nebo zůstane ve volné vodě. Pal a spol. zkoumali emisi 3-hydroxy-2-naftolové kyseliny 
v přítomnosti hydrofilního polymeru poly N-vinyl-2-pyrrolidonu (PVP). Pozorovali zvýšení 
anizotropie fluorescence se zvyšující se koncentrací polymeru. Pomocí porovnání výsledků 
intenzity fluorescence, stacionární a časově-rozlišené anizotropie i výpočtem vazebných konstant 
usoudili, že voda vázaná u PVP se výrazně liší od volné vody [26]. Vazebnou konstantu lze tedy 
v tomto případě spočítat dvěma způsoby. U intenzity fluorescence lze použít modifikovanou 
Benesi-Hilderbrandovu rovnici [76]-[78]: 

( F °q~ F o) = 1 +

 1

 ( 4 0 ) 

kde Fo představuje intenzitu fluorescence emise fluorescenční sondy v absenci polymeru, Fx 

intenzitu fluorescence při střední koncentraci a Fx při koncentraci, kde proběhne kompletní 

interakce, ^představuje vazebnou konstantu a L je koncentrace polymeru. Pokud tedy vyneseme 
(Fx-F) 

závislost 7—^ H- na reciproké hodnotě koncentrace polymeru, získáme ze směrnice vazebnou 
(Fx-F0) 

konstantu. 

Stacionární anizotropie měřená jako funkce koncentrace polymeru může být také použita pro 
výpočet vazebné konstanty. Je potřeba zjistit kvantové výtěžky fluorescence volné a vázané sondy, 
změřit anizotropii volné fluorescenční sondy při střední koncentraci polymeru a následně získat 
limitní hodnotu anizotropie. Následně lze vypočítat frakci vázané fluorescenční sondy podle 
následující rovnice: 

_ (r~rf) 

[(r-rf)]+R(r>-rfY 
kde r představuje anizotropii při střední koncentraci polymeru, rf anizotropii volné sondy 
a rh vázané sondy. R představuje poměr kvantových výtěžků. Jelikož frakci volné sondy lze 
spočítat z Ff=l-Fb, pak zobou frakcí lze zjistit vazebnou konstantu [4], [79]. Vazebné 

konstanty zjištěné pomocí stacionární fluorescence a anizotropie by se samozřejmě měly rovnat. 
Dále v případě PVP byly vazebné konstanty řádu 104, rotační korelační čas byl mnohem menší 
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než při srovnání s jinými polymery (albumin hovězího a lidského séra), z čehož plyne, že se sonda 
adsorbuje na povrchu polymeru [79]. 

Stejným způsobem zkoumali Mallick a spol. vazebnou konstantu reakce albuminu lidského a 
hovězího séra s 3-acetyl-4-oxo-6,7-dihydro-12H-indolo-[2,3-a] chinolizinem. Porovnáním 
vazebných konstant zjistili, že se fluorescenční sonda, která zároveň podstupuje intramolekulární 
přenos náboje, váže silněji k lidskému sérum albuminu [77]. Vypočtené hodnoty zároveň podle 
dalších prací spadaly do tohoto typu komplexace [78], [79]. 

Stejně jako platí u stacionární a časově rozlišené fluorescence, i stacionární a časově-rozlišená 
anizotropie se liší kontinuálním ozařováním a sledováním anizotropie za určitý časový úsek a 
pozorováním vyhasínání anizotropie, které následuje po krátkém excitačním pulzu. Vyhodnocením 
měření časově-rozlišené anizotropie je rotační korelační čas. U sférické molekuly by vyhasínání 
anizotropie mělo být monoexponenciální neboli by z iterativní rekonvoluce měl být získán pouze 
jeden rotační korelační čas. Ovšem měření časově-rozlišené anizotropie v koloidních systémech 
bývá většinou multiexponenciální. Pokud budou molekuly fluoroforu nesférické nebo bude 
populace excitovaného stavu okupována molekulami, které budou v různých prostředích, 
dostaneme multiexponenciální vyhasínání anizotropie. V případě micel lze také získat 
multiexponenciální vyhasínání anizotropie, ale nemusí to být kvůli distribuci fluorescenční sondy 
ve vodné fázi a uvnitř micely. Pokud se poměr relativních amplitud rychlého a pomalého rotačního 
korelačního času liší o dvoj- až trojnásobek od poměru frakce volné a vázané sondy k micele (lze 
stanovit z vazebných konstant), pak je multiexponenciální vyhasínání anizotropie způsobeno 
rotační difúzí sondy vázané k micele [80]. Pozorované biexponenciální vyhasínání anizotropie 
může být připsáno dvěma druhům pohybu podle tzv. „wobbling-in-cone" modelu [81]-[83]. Tento 
model předpokládá, že fluorofor se pohybuje laterální difúzí po zakřiveném povrchu micely 
a rychlým kolíbavým pohybem (wobbling motion) v imaginárním kuželu, který je spojen s rotací 
micely. Pozorovaný pomalý {q>2) a rychlý (< )̂ rotační korelační čas je spojen s časovou 

konstantou laterální difúze (TL), kolíbavého pohybu (TW) a celkovou rotací micely (rM) podle 

rovnic: 

1 1 1 1 

(42) 
— -— + — 
Ví TL TM 

Podle výše zmíněného modelu lze křivku vyhasínání anizotropie popsat rovnicí: 

t 
"CO /fexp t 

(P 2 J + (l-/?)exp 
V 

(43) 

kde f3 = S2. Parametr S představuje prostorové omezení pohybu sondy uvnitř micely a může 

nabývat hodnot 0 < S2 < 1. S může být také použit pro lokalizaci fluorescenční sondy v micele. 

Pokud platí, že 5 = 0, pak je pohyb sondy izotropický. Jestli se ale |S| = 1, pak je pohyb zcela 

omezen. Jelikož jádro micely tvoří tekuté uhlovodíky, sonda nacházející se v jádru micely by měla 
hodnotu S = 0 a kolíbavý pohyb by byl izotropický. Kdežto při S blížící se jedné bude pohyb ve 
velké míře omezen a sonda se bude nacházet v palisadové vrstvě micely [84], [85]. Další 
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možností, jak zjistit pozici fluorescenční sondy, je zhášení fluorescence. Deumié a spol. zkoumali 
pozici derivátů pyrenu pomocí zhášení fluorescence deriváty jódu (Obr. 24). Každý z příslušných 
derivátů by měl dosáhnout do jiné části erytrocytové membrány a podle účinnosti zhášení lze 
poznat, ve které části membrány se jednotlivé deriváty pyrenu nachází [5]. Lokalizace 
fluorescenční sondy nebo léčiva pomocí zhášení sloučeninami jódu se dále využívalo v micelách 
nebo fosfolipidových membránách [5], [86], [87]. Využívá se však i dalších zhášečů pro lokalizaci 
molekul v různých agregátech [88]-[92]. 

Hydrofilní fáze 

Pyrenkarboxyaldehyd Joddekanová kyselina Jodpropanová kyselina 

Obr. 24 Schématické zobrazení pyrenových derivátů, zhášečů a jejich předpokládané pozicei 
ve fosfolipidové dvojvrstvě [5] 

V roce 1993 publikovali Quitevis a spol. práci zabývající se studiem časově-rozlišené 
anizotropie několika iontových lipofilních sond (merocyanine 540, oktadecylrodamin B) 
v alkoholech a v micelách dodecylsíranu sodného, dodecyltrimethylamonium bromidu 
a Tritonu X-100 [83]. Při vyhodnocení vyhasínání anizotropie získali v alkoholech vždy jeden 
rotační korelační čas, ale v micelách dva. Při použití wobbling-in-cone modelu vypočítali, díky 
parametrům získaných z měření anizotropie, parametr S, difuzní koeficient laterální difúze, difuzní 
koeficient kolíbavého pohybu atd. Z vysokých hodnot parametru S zjistili, že se sondy nachází na 
povrchu micel. Srovnání difuzních koeficientů vypočítaných pomocí wobbling-in-cone modelu a 
získaných z N M R měření vedlo k závěru, že tento model představuje vhodnou metodu pro popis 
dynamiky fluoroforu v micelárním prostředí [93], [94]. 

Následně v roce 1997 a 2001 publikovali Periasamy a spol. studii časově-rozlišené 
fluorescence několika fluorescenčních sond (nilská červeň, kresylová violeť, DODCI, rhodamin B, 
rhodamin DPPE) v kationtových, aniontových a neiontových micelách. Výsledky měření časově-
rozlišené fluorescence vyloučily 2 ze 4 možných modelů (model 1 a 2 z Obr. 25), kterými lze 
dynamiku uvnitř micel popsat. Nejlépe se hodil popis pro wobbling-in-cone model a translační 
difúzi sondy spolu s rotací micely jako celku. Opět určili parametr S, úhel ô a difuzní koeficienty 
translační a rotační difúze. Podle výpočtů je parametr S nepřímo úměrný difuznímu koeficientu. 
Hodnoty translačních a rotačních difuzních koeficientů dále použili pro ověření konceptu 
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„mikroviskozity" uvnitř micel. Poměr translačního a rotačního difuzního koeficientu je ve vztahu 
k mikroviskozitě podle Einstein-Stokesovy rovnice: 

Dt _C Ar2 

Du C 3 
(44) 

C, a C,' jsou konstanty, které představují korekční faktor pro nesférický tvar molekuly [95], r je 

poloměr a V molekulární objem sondy. Podle očekávání by se poměr - 1 - neměl měnit s teplotou, 
Dw 

ale podle výsledků poskytnutých z této studie se poměr mění. To znamená, že Einstein-Stokesova 
rovnice neplatí pro stanovení mikroviskozity uvnitř micel, což zároveň znamená, že se sonda 
uvnitř micely nepohybuje pomocí Brownova pohybu [96], [97]. 

Model 1 

Model 2 

Model 3 

Model 4 

Obr. 25 Modely molekulární dynamiky nesférických molekul v micele. Model 1: Molekula 
těsně vázaná na micelu. Model 2: Molekula volně rotující v micele. Model 3: Rotace 
molekuly je omezena na „kolíbání" v omezeném prostoru micely. Model 4: Rotace molekuly 
je omezena, ale probíhá volná translační difúze [96], [97]. 

Wobbling-in-cone model se používá pro stanovení dynamických vlastností i v dalších 
systémech než jen micelách [98]-[101]. Například Saito a spol. zjišťovali, jak ovlivní fluorace 
strukturu fosfolipidů, a tedy i dynamiku pohybu fluorescenční sondy ve fosfolipidových 
dvoj vrstvách [102]. Andoh a spol. studovali molekulární dynamiku lipidových dvoj vrstev 
modelových membrán plazmy a leukemických buněk [103]. Jedním z dalších příkladů je i studium 
molekulární dynamiky ve fenylacetylenových dendrimerech [104]. 

Wobbling-in-cone modelu lze využít i při výzkumu interakcí mezi polymerem a tenzidem. Je 
možné použít polaritní fluorescenční sondy pro stanovení agregace tenzidů na řetězci polymeru. 
Ve výsledku to bude znamenat, že se kritická micelární koncentrace posune k nižším 
hodnotám [52], [105]-[110]. Ale pokud je interakce mezi polymerem a tenzidem slabá, můžeme 
vidět agregaci tenzidu pouze okolo kritické micelární koncentrace, kdežto u silnějších 
poly elektrolytů lze pozorovat změnu polarity okolí sondy již před kritickou micelární koncentrací 
vlivem elektrostatické interakce mezi tenzidem a polymerem. V případech slabých polyelektrolytů 
nelze pomocí polaritní sondy rozpoznat, jestli se vzniklé micely nachází na řetězci polymeru nebo 
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jsou volné v roztoku. Pomocí měření časově-rozlišené anizotropie a za předpokladu, že 
fluorescenční sonda podléhá wobbling-in-cone modelu je možné spočítat kolíbavý pohyb i 
translační pohyb sondy uvnitř micely v přítomnosti polymeru. Sen a spol. stanovili tyto parametry 
pro dvě fluorescenční sondy (merocyanin 540 a oxazin 1) v SDS za přítomnosti poly-N-vinyl-2-
pyrrolidonu. Přídavek poly-N-vinyl-2-pyrrolidonu způsobil zpomalení pohybu obou sond, a to jak 
translačního pohybu, tak i kolíbavého pohybu [111]. 

3.3 Deprotonace v excitovaném stavu 

Deprotonace v excitovaném stavu, a to intermolekulární i intramolekulární, představuje jeden 
z nej citlivějších procesů pro studium hydratace mnoha různých systémů. Mechanismus 
deprotonace v excitovaném stavu v micelárním prostředí může být popsán například následujícím 
schématem [112]: 

( A H + V + H 2 0 ^ ^ ( A \ . . H 3 0 + ) < > A * + H 3 Q + 

AH A 

Schéma 1 Schéma kinetiky deprotonace v excitovaném stavu 

Ve Schéma 1 ( A * . . . H 3 0 + ) reprezentuje rozčleněný pár na povrchu micely. Rozčleněná 

reprotonace, charakterizována rychlostní konstantou krec, soutěží s rychlostní konstantou disociace 
rozčleněného páru (kdiss) a s vyhasínáním excitované molekuly A * do základního stavu (fct). 

Mechanismus popisující Schéma 1 může být přepsán ve smyslu diferenciální rovnice: 

d_ 
dt 

A H + 
Kec 0 A H + 

A - H + = k -Y X A - H + (45) 

A 0 - z A 

kde 

X — kpj + &AH+ « kpj. 

Y - r̂ec + d̂iss + (46) 

Z = £ p [ H + 

Pokud disociace rozčleněného páru je nevratná, může se zanedbat h TH+1 , takže pro Z získáme 
P L Jw 

rovnici Z = fcp[H+] +kA»kA. Disociace rozčleněného páru je nevratná, pokud pH vzorku 

přesáhne hodnotu 3 [112]. Nakonec lze všechny potřebné rychlostní konstanty vypočítat podle 
následujících rovnic: 
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= RÄ3+Ä2 

R + l 
Y = Ä3+Ä2-X 

1 1 
X - k . « Z , kde z relativních amplitud se i? = — a /Ig = —, \ = — (47) A2 

-Y-k -k 
diss 1 A ^rec 

Diferenciální rovnice 45 předpokládá existenci triexponenciální vyhasínací krivky, kde 
jednotlivé doby života by měly patřit protonované formě fluorescenční sondy, rozčleněnému páru 
a deprotonované formě fluorescenční sondy. Pokud ale uvažujeme, že Schéma 1 určuje přítomnost 
tří kineticky relevantních objektů (tedy neutrální formu, rozčleněný pár a aniontovou formu), pak 
by měla křivka vyhasínání neutrální formy vykazovat tetraexponenciální funkci a aniontová forma 
by měla vykazovat triexponenciální funkci. Ve skutečnosti ale nad pH větší jak 3 neprobíhá zpětná 
reakce A*, takže pro vyhasínání při emisní vlnové délce neutrální i aniontové formy se očekává 
triexponenciální křivka vyhasínání. 

Výše je již zmíněný případ využití 3-hydroxy-2-naftolové kyseliny (3HNA) při studiu 
hydratace poly-N-vinyl-2-pyrrolidonu. 3HNA podstupuje intramolekulární deprotonaci 
v excitovaném stavu (ESIPT) [26], [113]. V prostředí jiných použitých polymerů nedocházelo ke 
zvýšení ESIPT emise se zvyšující se koncentrací polymeru. Zkoumali tedy mikroprostředí 
fluorescenční sondy v prostředí PVP-voda a tyto výsledky srovnávali se směsí rozpouštědel 
acetonitril-toluen. Z anizotropie, rotačních korelačních časů a hypsochromního posunu emisních 
spekter usoudili, že se fluorescenční sonda 3HNA sorbuje na polymer a je obklopena vodou 
vázanou na polymer [26]. 

3iiNA(iin 

3HNA(-2H") 

Schéma 2 Zobrazení 3HNA v jeho neutrální a aniontové formě v základním a excitovaném 
stavu [91] 
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Intramolekulární deprotonace lze také využít jako senzoru. Například Maity a spol. zkoumali 
interakci mezi albuminem hovězího a lidského séra a 3-hydroxy-2-naftolovou kyselinou a zjistili, 
že lze 3HNA použít jako senzor pro sérum albuminy vzhledem ke zvýšení kvantového výtěžku a 
doby života v prostředí albuminu při srovnání s vodou. Vazebná konstanta interakce 3HNA s 
albuminy byla v řádu 105 a rotační korelační časy ukazovaly omezenější pohyb [114]. Interakce 
3HNA se sérum albuminy byla využita i pro studium deprotonace ze singletového stavu proteinu 
do ESIPT singletového stavu 3HNA[115]. Dále při tvorbě komplexu 3HNA se zirkonem a /?-
cyklodextrinem se zvýší intenzita fluorescence a dochází k hypsochromnímu posunu excitační 
vlnové délky a emisní vlnová délka se posune batochromně. Tato studie Canady-Canady a 
Rodriguez-Cacerese vznikla za účelem detekovat 3HNA v říčních tocích, protože 3HNA dráždí 
kůži, může způsobit poškození zraku a je potenciální teratogen [116]. 

Das a spol. použili 2-(2'-furyl)-3-hydroxychromon (FHC) pro studium intramolekulární 
deprotonace v micelárních systémech [84]. Zkoumali vliv hydratace micel na intramolekulární 
deprotonaci FHC v závislosti na hydrofilní skupině tenzidu a velikosti řetězce hydrofobní části. 
Zjistili, že intramolekulární deprotonace je extrémně citlivá na hydrataci micel, s čímž souvisí i 
náboj hydrofilní části micely. Bylo zjištěno, že čím rychlejší byla deprotonace (nízká intenzita 
fluorescence u 420 nm a vysoká u 540 nm), tím méně hydratované byly micely. Nejrychlejší 
deprotonace se odehrávala v kationtových micelách, protože hydrofilní část micely C T A B či 
TTAB obsahuje hydrofobní methylové skupiny, které brání většímu přístupu molekul vody. To 
způsobí, že intramolekulární vodíkové vazby FHC nejsou ovlivněny intermolekulárními 
vodíkovými vazbami s molekulami vody ve Sternově vrstvě. U SDS je efekt přesně opačný. 
Protože sulfoniová skupina SDS zajišťuje silnou hydrataci Sternovy vrstvy, je FHC ovlivněno 
intermolekulárními vodíkovými vazbami a deprotonace je v těchto micelách nejpomalejší. Dalším 
faktorem ovlivňujícím dynamiku deprotonace v FHC byl náboj micely. Protože FHC nese záporný 
náboj, elektrostatická interakce mezi kationtovou palisádovou vrstvou micely a FHC způsobila 
urychlení deprotonace. Jelikož micely SDS nesou, stejně jako FHC, záporný náboj, následným 
odpuzováním dojde k ovlivnění intramolekulární vodíkové vazby intermolekulárními vodíkovými 
vazbami, což vede ke zpomalení dynamiky deprotonace. Vzhledem k poly (etylén oxidovému) 
řetězci neiontových micel lze popsat hydrataci přibližně na půl cesty mezi kationtovými a 
aniontovými micelami. Snižuje-li se délka řetězce, snižuje se i rychlost deprotonace ve všech 
typech micel. Kratší řetězec má za následek, že je micela méně hustě uspořádaná, čímž umožní 
silnější hydrataci všech druhů micel, a to vede ke snížení rychlosti deprotonace. 
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Pro zkoumání hydratace pomocí intermolekulární deprotonace v excitovaném stavu se využívá 
také fluorescenční sondy 1-naftolu. Neutrální forma naftolu má maximum emise při 350 nm a 
aniontová forma při 450 nm [117]-[119]. V nepřítomnosti vody převládá u 1-naftolu emisní pík 
neutrální formy, ale v přítomnosti vody podstupuje neutrální forma naftolu deprotonaci 
v excitovaném stavu a dominantním pikem se stává pík při 450 nm, tedy aniontová forma. Kumar 
a Mishra použili 1-naftol pro studium hydratace polyvinyl alkoholu (PVA). Po umístění P V A 
filmu do vody byla zaznamenávána emisní spektra každých 15 s, kde byl vidět pokles neutrálního 
píku u 342 nm se současným nárůstem aniontového píku u 464 nm. Zároveň byl vypozorován 
izoemisní bod, který značí rovnováhu mezi dvěma stavy fluorescenční sondy s rostoucí 
aniontovou formou na úkor neutrální formy. Pomocí fluorescenčních měření, kalorimetrických 
měření a použití modelu pro botnání hydrogelu usoudili, že se l-naftol adsorbuje na vázané vodě 
polymeru a navrhli 1-naftol jako fluorescenční senzor pro specifickou detekci vázané vody v P V A 
hydrogelech [120]. 

Fluorescenčních měření 1-naftolu využili Pal a spol. pro studium vodních klastrů 
v hydrofobním rozpouštědle. Předpokladem bylo, že voda bude formovat v hydrofobním 
rozpouštědle nanoskopické útvary a s přibývajícím množstvím vody budou tyto útvary růst 
a budou solubilizovat stále větší množství 1-naftolu. Solubilizace fluorescenční sondy by se měla 
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projevit na emisních spektrech naftolu. Z emisních spekter 1-naftolu zjistili, že snižování intenzity 
fluorescence u 350 nm a vzájemný nárůst intenzity fluorescence u 450 nm je důsledkem tvorby 
stále větších vodních klastrů v dioxanu. Při zastoupení vody v dioxanu 79 % byla provedena 
časově-rozlišená měření. Bylo měřeno vyhasínání fluorescence při různých vlnových délkách, 
z nichž bylo následně sestaveno časově-rozlišené emisní spektrum (TRES). Z TRES byla patrná 
reakce v excitovaném stavu. V čase 0 ns je vidět pouze jeden pík značící neutrální formu naftolu, 
ale s časovým postupem se objevuje druhý pík, který představuje deprotonaci v excitovaném stavu 
a formování aniontu naftolu. Intenzita tohoto nového píku dále roste, z čehož je možné vypočítat 
kinetiku tvorby naftolového iontu. Z vyhasínání fluorescence bylo dále zjištěno, že doba života 
delší komponenty (kratší patří deprotonaci) se dále zvyšuje s rostoucí vlnovou délkou (z 2,4 ns na 
10 ns). Doba života se zvyšuje, protože neutrální molekuly naftolu, které jsou stabilizované 
solvatací, musí překonat vyšší solvatační energetickou bariéru kvůli reakci v excitovaném stavu 
(Obr. 27). Ve vodě dochází k deprotonaci neutrálního naftolu za 35 ps [95], kdežto ve směsi voda-
dioxan (79%) za 220 ps. Zpomalení reakce má pravděpodobně 2 důvody. Jedním je lokální 
koncentrace molekul vody v blízkosti excitované molekuly naftolu. Aby došlo k deprotonaci 
v excitovaném stavu, musí být okolo sondy asi 30-50 molekul vody[121], [122]. Toto číslo bude 
ve vodních klastrech v dioxanu pravděpodobně menší, proto je ESIPT reakce pomalejší. Druhým 
důvodem je pomalejší reorganizace molekul vody do klastrů než v samotné vodě. Dále byla 
studována závislost teploty na proces solvatace. Bylo zjištěno, že zvýšení teploty zrychlilo 
solvatační proces, protože se kvůli vyšší teplotě narušily některé vodíkové vazby, což mělo za 
následek tvorbu menších vodních klastrů [119]. 

Reaction Coordinate 
Obr. 27 Schématické znázornění solvatace v excitovaném stavu 1-naftolu při přenosu 
protonu [119] 

Fayer a spol. studovali deprotonaci a vodné prostředí v nafionových membránách palivových 
článků a v reverzních micelách aerosolu OT pomocí stacionární a časově-rozlišené fluorescence 
sondy pyraninu (l-hydroxy-3,6,8-pyrentrisulfonová kyselina - HPTS) a metoxy derivátu HPTS -
MPTS. Pomocí emisních spekter a měřením doby života dospěli k závěru, že vodné prostředí 
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nafionu je podobné vodnému mikroprostředí reverzních micel AOT. Díky deprotonace 
v excitovaném stavu byli schopní zkoumat strukturu vody v závislosti na různém stupni hydratace. 
Zjistili, že se vodní struktura mění na rozhraní vodné a hydrofobní fáze. Voda na rozhraní je 
mnohem méně mobilní než voda uvnitř reverzní micely (tzv. bulk water). Pokud se fluorescenční 
sonda dostane do vodného prostředí na rozhraní, dojde k redukci deprotonace v excitovaném 
stavu. Pokud je nafion i reverzní micela AOT méně hydratovaná, sníží se její velikost a míra 
deprotonace díky tomu, že v dosahu jsou pouze molekuly vody u rozhraní. Použití metoxy formy 
HPTS (MPTS) bylo stěžejní při měření časově-rozlišené anizotropie, protože MPTS nepodstupuje 
v excitovaném stavu deprotonaci a jeho umístění v požadovaném systému by mělo být stejné, jako 
tomu bylo u HPTS. Při nízké hydrataci byla rotační difúze omezená s malou dobou vyhasínání a 
značnou zbytkovou anizotropií. Zvyšování hydratace vedlo k vymizení zbytkové anizotropie a 
rotační dynamika byla téměř stejná jako v čisté vodě [123]. 

Deprotonaci v excitovaném stavu lze také využít v dalších koloidních 
systémech [54], [84], [124], [125], cyklodextrinech [126], [127] nebo při interakci polymeru 
atenzidu [55], [128]-[130]. Zásadní práce týkající se deprotonace v excitovaném stavu 1-naftolu 
v micelách vznikla v laboratořích okolo skupiny Kaňkaná Bhattacharyyi a spol. [54] Jak již bylo 
známo, ESPT proces je výrazně zpomalen ve směsi vody a alkoholu a v čistém alkoholu se na 
emisních spektrech ukazuje pouze neutrální pík naftolu, takže je kompletně zabráněno deprotonaci 
této sondy [118]. Pokud se naftol solubilizuje v micelách, měla by se změnit i dynamika 
deprotonace. Ve vodě bude pozorován pouze pík při 450 nm, tedy emisní pík aniontu. Při 
solubilizaci 1-naftolu do micel dojde ke změně prostředí okolí naftolu a pozorujeme zvýšení 
intenzity emise neutrálního píku na úkor aniontu naftolu. Dále ukázali, že dynamika deprotonace 
bude jiná v různých tenzidech. V micelách C T A B narostla intenzita emise u 360 nm 20krát a u 
460 nm 6krát oproti vodě. U Tritonu X-100 narostla intenzita neutrální formy (360 nm) 90krát a 
intenzita aniontové formy (460 nm) l,5krát oproti vodě. U SDS micel narostla intenzita neutrální 
formy 66krát, ale intenzita aniontové formy dvakrát poklesla. 

Pomocí časově-rozlišené fluorescence zjistili, že se doba života obou forem naftolu mění 
s druhem micel a že není ustavena rovnováha mezi neutrální a aniontovou formou naftolu 
v excitovaném stavu, když jsou jeho molekuly vázány v micelách. V CTAB je podle časově-
rozlišených měření (nebyla naměřena žádná krátká doba života odpovídající neutrální formě) 
pouze aniontová forma naftolu. I když by micely CTAB měly obsahovat nejméně molekul vody, je 
v tomto prostředí pouze emise aniontové formy. Tvorba aniontové formy je přisuzována 
vyhasínání neutrální formy naftolu a vysoké koncentraci hydroxylových iontů v bezprostřední 
blízkosti micely. V Tritonu X-100 byla zaznamenána emise obou forem naftolu, protože emisní 
spektra vykazovala 2 píky a doba života aniontu se protáhla na 14 ns. Toto pozorování se shoduje 
spozorovaním deprotonace v naftolu ve směsích voda-alkohol [118]. U SDS přiřazují emisi 
z micel pouze neutrální formě a emisi aniontové formy z vody, protože jakmile je aniont vytvořen, 
okamžitě je odpuzen z micely SDS do vody. Co se týká interakcí tenzidu a polymeru, lze pomocí 
ESPT zkoumat i tyto interakce. Příkladem může být interakce SDS a hydroxypropyl celulózy [55]. 
Jakmile bylo dosaženo kritické agregační koncentrace, došlo k výraznému snížení dynamiky 
deprotonace, takže došlo ke zvýšení emisního píku neutrálního naftolu. Koncentrace, při které 
došlo k nárůstu intenzity fluorescence NpOH, byla nižší než C M C SDS. 

46 



Využití ESPT procesu při interakci polymeru a tenzidu ukázali Sahu a spol. také při interakci 
CTAB a lysozymu [128]. Jako fluorescenční sondu použili pyranin. Pomoci intenzity fluorescence 
neutrálního naftolu dokázali stanovit C M C CTAB a následně kritickou agregační koncentraci 
CTAB v prostředí lysozymu, která byla nižší jak C M C samotného CTAB. Díky kinetickým 
výpočtům (rovnice zobrazeny výše v textu) ještě ukázali, že lysozym ovlivňuje rychlostní 
konstanty deprotonace, rekombinace a disociace rozčleněného páru. Rychlostní konstanty všech 
procesů byly vyšší než v samotném CTAB. Výsledky tedy ukazují, že mikroprostředí v agregátu 
CTAB-lysozym je odlišné od mikroprostředí okolí sondy v C T A B . Dynamiku deprotonace 
pyraninu využil Ghosh a spol. při studiu supramolekulárního útvaru vzniklého z triblokového 
kopolymeru a cetyltrimethyl amonium chloridu (CTAC) [129]. Stejně jako v předchozím případě 
stacionární i časově-rozlišená fluorescence ukázali změnu v intenzitě fluorescence či dobách 
života v různých prostředích. Rychlostní konstanty v příslušných agregátech byly opět výrazně 
odlišné od čisté vody, což značí rozdíl v polaritě mikroprostředí okolí sondy. Rychlostní konstanta 
deprotonace v supramolekulárním útvaru se liší od rychlostní konstanty deprotonace v C T A C , ale 
rozdíl není tak velký j ako v předchozím případě, což značí menší ovlivnění mikroprostředí 
kopolymerem než v případě lysozymu a CTAB. 

3.4 Časově rozlišená emisní spektra 

Jak již bylo zmíněno u práce Pala a spol, časově-rozlišená fluorescence je schopná odhalit, zda 
v systému dochází k reakci v excitovaném stavu pomocí měření vyhasínání fluorescence při více 
emisních vlnových délkách. Z jednotlivých dob života a příslušných relativních amplitud můžeme 
následně vypočítat tzv. časově-rozlišená emisní spektra. Pokud budeme pozorovat změnu 
emisního spektra s časem, bude v systému probíhat reakce v excitovaném stavu (Obr. 28a). 
V těchto případech se nejedná o přímou excitaci formované molekuly, ale o formování 
z předešlého excitovaného stavu [4], [119]. Co se týká samotného zkonstruování časově 
rozlišeného emisního spektra, lze jej spočítat pomocí rovnice: [4], [131], [132] 

i 

kde Iss představuje intenzitu fluorescence, r ; dobu života a a, příslušnou relativní amplitudu v čase 

t. Časově rozlišené emisní spektrum tedy odhalí, zda v systému probíhá reakce v excitovaném 
stavu, či nikoli. Lze ale z časově rozlišených spekter i určit, jestli pozorovaná emise v systému je 
ze dvou či více emisních jednotek nebo pouze z jedné, a to výpočtem tzv. časově-rozlišených přes 
plochu normalizovaných emisních spekter (TRANES) [119], [133]-[137]. Koti a spol. 
experimentálně a matematicky dokázali, že dvě emisní jednotky způsobí propojení jednotlivých 
spekter v tzv. izoemisním bodu, který je specifický pro emisi právě ze dvou jednotek [133]. Pokud 
by v systému byly jednotky tři, objevily by se na TRANES dva izoemisní body. Jako příklad 
experimentálního potvrzení ukázali TRES a TRANES 2-naftolu v pufru. 2-naftol podstupuje 
deprotonaci v excitovaném stavu, takže v systému by měly být dvě samostatné emisní jednotky. 
Po konstrukci TRANES můžeme pozorovat izoemisní bod (Obr. 28b) [133]. TRANES lze 
zkonstruovat normalizací plochy pod křivkou časově rozlišených emisních spekter tak, že plocha 
pod křivkou v čase t se bude rovnat ploše spektra v čase t = 0: 
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IN(A,t) = ̂ l(A,t), (49) 

kde So predstavuje plochu pod krivkou spektra v čase t = 0 a St plochu pod krivkou v čase t = t. 

10 'V (cm 1) 

Obr. 28 a) Časově rozlišená emisní spektra b) časově rozlišená přes plochu normalizovaná 
emisní spektra 2-naftolu v pufru [133] 

Koti a Periasamy dále použili TRANES v organizovaných systémech, jako jsou micely nebo 
fosfolipidové membrány. Použitím dvoukomorové kyvety zjistili, že simultánní excitací nilské 
červeně v methanolu a ethanolu dojde k tvorbě izoemisního bodu, protože se nilská červeň nachází 
ve dvou různých prostředích. Solubilizací nilské červeně v Tritonu X-100 získali také izoemisní 
bod. Stejný výsledek měla i solubilizace ve fosfatidylcholinové membráně. Existence izoemisního 
bodu v obou systémech znamená, že se nilská červeň solubilizovala ve dvou různých místech 
micely (membrány) [134]. 

3.5 Pasivní Mikroreologie 

Mikroreologické techniky, především videomikroreologie, jsou hojně využívány v různých 
oblastech výzkumu, a to především díky své schopnosti nedívat se na vzorek jako na celek, jako 
v případě klasické reologie (i když často jsou mikroreologická měření použita jako doplňková ke 
klasické reologii [138]), ale jelikož je možné určit viskoelastické vlastnosti uvnitř vzorku. Další 
výhodou této metody je menší náročnost na objem vzorku. 

3.5.1 Video-mikroreologie a dynamický rozptyl světla 

Jak je již zmíněno výše, videomikroreologie představuje nej rozšířenější metodu pro 
mikroreologické měření, zatímco DLS se používá pouze u transparentních vzorků, případně je 
potřeba se ujistit, že začleněné částice jsou právě ty, na kterých bude probíhat rozptyl působícího 
paprsku, a že podmínka jednonásobného rozptylu světla bude zachována. Jelikož není snadné tuto 
podmínku naplnit např. v biologických systémech, DLS se pro mikroreologii příliš nevyužívá. 

Nicméně videomikroreologii i dalším technikám jako DLS se věnuje přehledový článek od 
Thomase Moschakise, které shrnuje mikroreologii potravinových gelů a emulzí [138]. Přehledový 
článek shrnuje použití mikroreologických technik např. při studiu gelace pectinu [139], měření 
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viskozity medu a porovnávání s klasickou reologií [140] nebo studiu mikoheterogenního prostředí 
a agregace lipozomů [141]. 

Další přehledový článek od Schulze a spol. přiblíží vykonaný výzkum v oblasti mikroreologie 
hydrogelů [142] nebo práce Weihse a spol. přiblíží důležitost mikroreologie ve výzkumu 
mezibuněčného prostředí [143]. Další rozsáhlý přehledový článek se věnuje mikroreologickým 
technikám použitým pro studium komplexních kapalin (tekuté krystaly, proteiny, koloidy atd.) 
[144]. 

3.5.2 FCS mikroreologie 

Jak již bylo zmíněno několikrát, o videomikroreologii vyšla spoustu publikací a pro účel této 
práce si stačí shrnout použitelnost metody formou přehledových článků. Nicméně FCS 
mikroreologie je pravý opak. FCS se příliš nepoužívá pro studium mikroreologie, možná pro 
finanční náročnost dané přístrojové techniky nebo pro málo informací o tom, jak FCS 
mikrereologii měřit a vyhodnocovat. 

Zásadní práce popisující metodu FCS mikroreologie je publikace od Rathgeber a kol. [145]. 
Porovnávali výsledky měření u vodných roztoků vysokomolekulárního polyethylenglykolu 
získané pomocí DLS, video-mikroreologie a FCS mikroreologie. Výsledky mikroreologických 
měření porovnávali také s konvenčními reologickými experimenty za použití klasického rotačního 
reometru. Z hlediska rozsahu MSD je FCS srovnatelná se standardními laserovými metodami a 
DLS. Na rozdíl od ostatních mikroreologických metod poskytuje FCS mnohem větší frekvenční 
rozsah. Navíc pozorované částice nejsou závislé na rozptylu světla, protože u FCS jsou 
pozorovány pouze fluorescenční částice. Tato práce nicméně nepopisuje pouze výhody či 
nevýhody jednotlivých metod při měření stejného vzorku. Tato práce slouží také jako návod pro 
způsob měření či vyhodnocení autokorelační funkce a její převod na MSD. 

Další práce zabývající se přímo FCS mikroreologií je od skupiny okolo Gernota Guigase a kol. 
[146] Pozorovali difuzní vlastnosti fluorescenčně značných zlatých nanočástic v cytoplazmě a 
jádru živých buněk. Ze získaných autokorelačních křivek byli schopni získat závislosti MSD a byli 
také schopni určit komplexní modul pružnosti pro oba buněčné kompartmenty. Díky této technice 
také popsali rozdíly ve viskoelastické odezvě a anomální difúzi u buněk před a po vystavení 
osmotickému stresu. 

Jak je zmíněno výše, i když ještě není FCS rozšířené pro měření mikroreologie, i tak na tomto 
poli jeví velký potenciál. Nicméně FCS se především používá pro určení difuzní ch koeficientů, 
koncentrací fluoroforů, charakterizaci interackí fluoroforů a množství dalších aplikací. 
Využitelnost FCS na poli kolodiní vědy a živých systémů je shrunta v těchto dvou přehledových 
článcích [147], [148]. 
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4 CHARAKTERIZACE HYDRATAČNÍHO OBALU 
HYALURONANU POMOCÍ 3-HYDROXY-2-NAFTOLOVÉ 
KYSELINY 

Jak již bylo zmíněno v teoretické části, hyaluronan tvoří ve vodných roztocích hustou 
polymerní síť, která je stabilizována vodíkovými vazbami a hydrofobními interakcemi, což je 
důvodem, spolu s polaritou hyaluronanu, vysokého zadržování vody. Také bylo zmíněno, že se v 
literatuře objevují i odlišné představy o zadržování vody hyaluronanem. které tvrdí, že hyaluronan 
není pokrytý souvislým hydratačním obalem, ale velkými vodními klastry, které jsou vázané k 
hyaluronanu nebo uvězněné uvnitř řetězců hyaluronanu a mohou být tím důvodem, proč 
hyaluronan tvoří vysoce viskózni roztoky i v malých koncentracích [20], [21]. Z tohoto důvodu 
byla vybrána fluorescenční sonda 3HNA pro studium schopnosti této sondy navázat se na vodu 
vázanou k polymeru. 

4.1 experimentální část 

4.1.1 Přístrojové vybavení 

Analytické váhy Denver instrument BC-BC-100 

Mikropipety Finnpipette, Biohit, Vitrum 

Magnetické míchadlo Heidolph M R Hei-Standard 

Vibrační míchadlo MS 2 Minishaker 

Luminiscenční spektrometr, Fluorolog HORIBA Jobin Yvon 

Zdroj záření Xenónová lampa - 450 W 

Monochromator Czerny-Turner 

Rozmezí A, 0-1300 nm 

Přesnost X 0,5 nm 

Rychlost skenu 150 nm/s 

Detektor S l -PMT 

Z primárního zdroje polychromatického záření vstupuje záření do mřížkového monochromátoru 
1 (excitační), kde se vybere záření o vhodné vlnové délce excitace. Selektivní paprsek o přesně 
definované vlnové délce prochází křemennou kyvetou se vzorkem, která je umístěna v jeho 
optické dráze. Dochází k excitaci elektronů zkoumaného vzorku. Fluorescence je pozorována 
v kolmém směru ke směru paprsku primárního záření, aby primární záření procházející kyvetou 
nerušilo měření fluorescence. Proto jsou druhý monochromátor (emisní) i detektor umístěny 
v kolmém směru ke kyvetě. Emisní záření prochází monochromátorem 2, kde je stanovena jeho 
vlnová délka, a pomocí detektoru je zjištěna intenzita fluorescence (Obr. 29) [4]. 
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Obr. 29 Schéma jednopaprskového spektrofluorimetru HORIBA Jobin Yvon 

Pro měření emisních spekter 1-naftolu, HPTS, 3HNA a pyenu byly použity excitační vlnové 
délky 300 nm pro 1-naftol, 454 nm pro HPTS, 350 nm pro 3HNA a 335 nm pro pyren. 

Fluorocube HORIBA Jobin Yvon pro časově rozlišenou fluorescenci 

ľ~Š~j——I Laser | 

Obr. 30 Schéma instrumentace pro časově rozlišenou fluorescenci [4] 

Z laseru je vyslán excitační puls, který excituje vzorek, a zároveň je vyslán signál do 
excitačního constant function discriminátoru (CFD), který zároveň zaznamená čas příchodu 
excitačního pulzu. Následně je signál předán time-to-amplitude convertoru (TAC), jenž generuje 
určité napětí, které se lineárně zvyšuje s časem. V druhém emisním kanálu je pozorován 
emitovaný foton, který přijde do emisního CFD, který zaznamená příchod fotonu a pošle signál do 
TAC, kde je zastaveno zvyšování napětí. TAC nyní obsahuje napětí úměrné časovému rozdílu 
mezi excitačním pulzem a příchodem emitovaného fotonu. Tento proces je opakován stále dokola 
a jednotlivé naměřené časy jsou zaznamenávány do histogramu, dokud není měření ukončeno. 
Pokud je potřeba, může být příslušné napětí zesíleno pomocí programmable gain amplifieru 
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(PGA), který informace předá analog-to-digital converteru (ADC), ve kterém je příslušné napětí 
převedeno na numerickou hodnotu (Obr. 30). 

Vzorky byly excitovány nanosekundovou nanoLED diodou N-330 se šířkou pulzu 1,2 ns 
a emisní vlnová délka byla vybrána emisním monochromátorem typu Seya-Namioka s rozsahem 
200 nm až 800 nm. Vyhasínání fluorescence bylo zaznamenáváno detektorem IBH TBX-04. 

UV-VIS Spektrofotometr, Cary 50 Probe 

Zdroj záření Xenónová pulzní lampa 

Monochromator Czerny-Turner 0,25 m 

Rozmezí A, 190-1100 nm 

Opakovatelnost X ± 0,1 nm 

Max rychlost skenu 24 000 nm/min 

Detektor 2 křemíkové diody 

UV-VIS spektrofotometr je zařízení, které měří absorpci záření v U V a VIS oblasti světelného 
spektra. Záznamem těchto měření jsou absorpční spektra měřeného vzorku. Zařízení se skládá ze 
zdroje záření, monochromátoru (zde se získá monochromatické záření, tedy záření o určité vlnové 
délce), kyvety se vzorkem a detektoru. V detektoru je zaznamenán úbytek intenzity 
monochromatického záření procházejícího vzorkem (Obr. 31). 

Zdroj 
'Monochromator 

m  
Vzorek Detektor 

Obr. 31 Schéma UV-VIS spektrofotometru 

4.1.2 Příprava vzorků pro charakterizaci interakcí hyaluronanu a 3HNA 

Zásobní roztoky polymerů (hyaluronanu, karboxymethylcelulózy, polyvinylpyrrolidonu 
a albuminu hovězího séra) byly připraveny navážením přesného množství příslušného polymeru a 
jeho kvantitativním převedením do odměrné baňky a doplněním Mil l i -Q vodou po rysku. Takto 
byly připraveny zásobní roztoky hyaluronanu o koncentraci 150(j.mol • dm" 3 , 

karboxymethylcelulózy (KMC) o koncentraci 402,975 umol-dm"3, PVP o koncentraci 

401,225 umol-dm"3 a albuminu hovězího séra o koncentraci 9,559 umol-dm"3. 

Zásobní roztok fluorescenční sondy byl připraven navážením 3HNA na analytických vahách a 
kvantitativním převedením do odměrné baňky o objemu 50 mL pomocí ethanolu a doplněním po 
rysku. Takto vznikl zásobní roztok o koncentraci 2,051 mmol-dm"3. 
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Vzorky byly připraveny převedením 73 uL zásobního roztoku 3HNA a rozpouštědlo bylo 
odpařeno. Koncentrace 3HNA v každém vzorku byla 30 umol. Následně byl do vialek pipetován 
polymer tak, aby byl, v závislosti na použitém polymeru, koncentrační rozsah následující: 

U K M C a PVP 0-400 umol-dm"3; u HyA 0-15 umol-dm"3; u BSA 0-9,6 umol-dm"3. 
Všechny vzorky byly připraveny třikrát, aby mohla být provedena statistická analýza. Hyaluronan 
byl skladován a používán tak, aby nedocházelo k termální [149] nebo časové degradaci [150] 
polymeru. Zejména u časové degradace polymeru bez použití azidu sodného jakožto prevenci proti 
tvorbě mikroorganismů bylo vycházeno z naší studie zabývající se právě časovou degradací 
hyaluronanu bez použití jakéhokoli prostředku proti tvorbě mikroorganismů [151]. 

4.2 Výsledky a diskuse 

Interakce 3HNA a PVP, respektive B S A byly již prokázány dříve a věnuje se jim část kapitoly 
3.2 a kapitoly 3.3 v literární rešerši. V této práci byly tyto polymery použity jako kontrola 
správnosti použitých výpočtů. Vazebná konstanta vypočtená u všech polymerů byla určena 
pomocí Benesi-Hildebrandtova vztahu [76]-[78], který je také popsán v kapitole 3.2. Výzkum 
interakce 3HNA a hyaluronanu by měl především pomoci k pochopení struktury hydratačního 
obalu hyaluronanu. 

4.2.1 Stacionární fluorescence 

Jak již bylo zmíněno, PVP a B S A byly použity pro kontrolu. Měřením intenzity fluorescence 
aniontové formy 3HNA v závislosti na reciproké hodnotě koncentrace polymeru lze stanovit 
vazebnou konstantu. Pro PVP byla stanovena vazebná konstanta na hodnotu K = 1,27-104 M " 1 a 
pro BSA na hodnotu K = 3,13-10 5M _ 1. Rozdílné vazebné konstanty znamenají, že 3HNA se lépe 

váže na polymer B S A než na PVP. Z literatury bylo zjištěno, že Pal a spol. stanovili vazebnou 
konstantu 3HNA-PVP na K = 0,9-10 4M" 1, což se nepatrně liší od námi stanovené hodnoty. 
V případě B S A Maity a spol. [114] stanovili hodnotu vazebné konstanty na K = 5,3 • 1 0 5 M _ 1 . 

l /C (L/jimol) 
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6 -\— — — — — — ^ - — 

0 -\ 1 i 1 1 1 
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 

l /C (L/jimol) 

Obr. 32 Závislost [Fx — F0]/[FX — F0] na reciproké koncentraci PVP a BSA monitorující 
ESIPT emisi 3HNA (30 |imol/L) 
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Stanovená hodnota vazebné konstanty byla také ověřena měřením stacionární anizotropie 
fluorescence. Čím víc se bude fluorescenční sonda vázat na polymer, tím pomalejší bude její 
rotace. Vynesením závislosti anizotropie fluorescence na koncentraci polymeru lze pozorovat 
zpomalení rotace fluoroforu. Důvodem rostoucí anizotropie nicméně není jen interakce mezi 
3HNA a polymerem, ale také zvyšující se viskozita vzorku. Nicméně u PVP i B S A nebude mít 
zvyšující se viskozita velký vliv na vazebnou konstantu, protože i v koncentracích okolo 400 uM 
viskozita výrazně nestoupla. Na Obr. 33 lze dále pozorovat závislost anizotropie fluorescence 
k limitní hodnotě, což značí již kompletní interakci sondy s polymerem. Jako vložený graf je 
znázorněna závislost, ze které byla získána vazebná konstanta pomocí měření stacionární 
anizotropie. Ze samotného měření byla určena frakce molekul fluoroforu, které se vázaly na 
polymer. Následně poměrem frakce vázané a nevázané sondy, a tedy závislostí poměru vázané a 

nevázané sondy na koncentraci polymeru byla ze směrnice závislostí Kc polymer určena 

vazebná konstanta pro 3HNA-PVP na K = 1,63 1 0 4 M " 1 a pro 3HNA-BSA na K = 6,99-10 5M" 1. 
Obě hodnoty se liší od hodnot naměřených pomocí stacionární fluorescence. U obou metod byly 
zjištěny rozdíly mezi stanovením vazebné konstanty pomocí intenzity fluorescence a anizotropií 
fluorescence. Důvodem je rostoucí viskozita vzorků s rostoucí koncentrací polymeru. Dále 
z porovnání hodnot anizotropie na Obr. 33 lze vypozorovat, že hodnoty anizotropie jsou větší pro 
systém s BSA, což koreluje s hodnotou vazebné konstanty, která je pro B S A o řád větší než pro 
PVP. 
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Obr. 33 Závislost hodnot anizotropie na koncentraci polymerů. Vložený graf značí závislost, 
ze které byla počítána vazebná konstanta. 

Hyaluronan ve vodných roztocích tvoří specifické překrývající se domény, které vytvářejí síť 
stabilizovanou vodíkovými vazbami, vodními můstky a hydrofobními interakcemi [18]. Právě 
výše zmíněné interakce spolu s polárními vlastnostmi hyaluronanu, jsou důvodem vysokého 
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zadržování vody. V literatuře se dokonce tvrdí, že právě vysoká hydratace hyaluronanu je jednou z 
jeho nej důležitějších biologických funkcí [19]. Nicméně v další literatuře se objevuje tvrzení, že 
není nic moc zajímavého na chování hyaluronanu v roztoku. Jinými slovy, že hyaluronan 
nepokrývá souvislý hydratační obal, nýbrž velké vodní klastry vázané k hyaluronanu nebo 
uvězněné uvnitř řetězců hyaluronanu, které mohou být tím důvodem, proč hyaluronan tvoří vysoce 
viskózni roztoky i v malých koncentracích [20], [21]. 

Při pozorování ESIPT emise 3HNA v prostředí hyaluronanu nelze určit žádný specifický trend. 
Intenzita fluorescence, respektive závislost [Fx -F0]/[fx - F0] na reciproké hodnotě koncentrace 

hyaluronanu kolísá, stejně tak kolísají hodnoty anizotropie v závislosti na koncentraci 
hyaluronanu. Sice nebylo dosaženo takových koncentrací jako v případě PVP, nicméně při 
koncentraci hyaluronanu 15 g/L je již roztok vysoce viskózni. Pokud budeme uvažovat záporný 
náboj hyaluronanu ve vodném roztoku a záporný náboj 3HNA v excitovaném stavu, můžeme 
usoudit, že v excitovaném stavu bude repulze nábojů 3HNA a karboxylových skupin hyaluronanu 
natolik vysoká, že se 3HNA hydratačnímu obalu hyaluronanu nepřiblíží. Pokud by ale hyaluronan 
měl mít masivní hydratační obal, i nízkou vazebnou konstantu by mělo být možno určit. Z tohoto 
důvodu byl hyaluronan srovnán s jiným, známým polymerem obsahujícím karboxylovou skupinu, 
a to s karboxymethyl celulózou. Na rozdíl od hyaluronanu se u K M C objevila rostoucí závislost 
[Fx - FQ]/[FX - FQ] na reciproké koncentraci K M C a pomocí Beneši-Hildebrandovy metody bylo 

možno stanovit vazebnou konstantu, která měla hodnotu K = 4,37 • 103 M " 1 . 

14 

12 

U. O 

uľ 6 

0,05 
l /C (L/jimol) 

0,1 0,15 

0,01 0,02 0,03 0,04 

l /C (L/jimol) 

0,2 

0,05 

0,25 

T y = 228,64x+0,2646 

1 R2 = 0,974 

1EĹ T 
i 

• CMC 

• HyA • HyA 

20 

15 

10 -
LL. 

1 
5 
0 uľ I 

S 

-5 ^ 

-10 

-15 0,06 

Obr. 34 Závislost [Fx — FQ]/[FX — F0] na reciproké koncentraci HyA a K M C monitorující 
ESIPT emisi 3HNA (30 ^mol/L) 

Pro anizotropii fluorescence byly nalezeny podobné výsledky jako v případě ESIPT emise. 
V případě hyaluronanu nebylo možné určit trend závislosti anizotropie na koncentraci hyaluronanu 
a při přepočtu anizotropie na poměr volné a vázané sondy k polymeru došlo k poklesu do 
záporných hodnot. V případě K M C byl sledován rostoucí trend anizotropie v závislosti na 
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koncentraci polymeru a ze závislosti K • c . = — — mohla být vypočítána vazebná konstanta, 

která měla hodnotuó K = 6,87-10 3M _ 1. Stejně jako v předešlých případech je odchylka mezi 
vazebnou konstantou stanovenou pomocí Benesi-Hildebrandovy metody a vazebnou konstantou 
stanovenou pomocí anizotropie fluorescence způsobena zvyšující se viskozitou vzorku s rostoucí 
koncentrací polymeru. 
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Obr. 35 Závislost hodnot anizotropie na koncentraci polymerů 

Ve srovnání s PVP a B S A je tato hodnota o řád nižší, respektive o dva. Tato skutečnost ale není 
překvapující, protože u K M C hraje velkou roli právě záporný náboj karboxylové skupiny. 
Nicméně ve srovnání s hyaluronanem je vidět, že karboxylová skupina není úplnou překážkou pro 
navázání 3HNA na vodu vázanou k polymeru. Výše uvedená zjištění podporují právě ty myšlenky, 
že se voda khyaluronanu váže buď v určitých klastrech a na určitých místech, nebo jsou vodní 
klastry zachycené uvnitř řetězců hyaluronanu [153]. 

4.2.2 Casově-rozlišená fluorescence 

Při měření doby života bylo vycházeno z faktu, že 3HNA má ve vodě jednu dobu života, a to 
1,65 ns. Jakmile je do roztoku přidán polymer, určitá frakce populace fluorescenční sondy by se 
měla navázat na polymer, čímž by se měla změnit i průměrná doba života. Pokud by na polymer 
byla navázána tedy jen určitá frakce populace 3HNA a zbytek populace by byl v roztoku, měl by 
se změnit tvar vyhasínací křivky a měly by být získány alespoň dvě doby života. 

Výše popsaný předpoklad se potvrdil v měření s PVP a BSA. Jakmile byl do systému přidán 
polymer, došlo ke změně tvaru vyhasínací křivky (Obr. 36). Z monoexponenciální funkce se stala 
biexponenciální s dobami života 1,7 ns a 6,57 ns. U koncentrace PVP 20umol-dm"3, tedy po 
prvním přídavku polymeru, bylo relativní zastoupení doby života volné sondy majoritní a vázané 
sondy minoritní (přibližně 70 % : 30 %). S rostoucí koncentrací polymeru rostlo i relativní 
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zastoupení vázané sondy, a to až k 70 % podílu vázané sondy. U B S A byl průběh podobný, ale 
nebylo dosaženo majoritního podílu vázané sondy. Při nej vyšší koncentraci B S A se relativní 
zastoupení vázané sondy zastavilo na 40 %. Důvodem je nižší koncentrace BSA v porovnání 
s PVP, protože stacionární fluorescencí byla určena vyšší vazebná konstanta pro B S A než pro 
PVP. Nicméně z výše popsaného plyne, že pomocí doby života lze také zjistit, jestli 3HNA bude 
interagovat s molekulami vody vázanými k hyaluronanu. 

100000 1 

1200 

Kanál 

Obr. 36 Porovnání vyhasínacích křivek 3HNA bez a v přítomnosti polymeru. Osa x je 
zobrazena jako kanál (1 kanál představuje 0,22 ns pro 1 exponenciální pokles a 0,11 ns pro 2 
exponenciální pokles) kvůli jednoduššímu srovnání obou tvarů obou křivek. 

Při měření doby života 3HNA v prostředí hyaluronanu bylo zjištěno, že se doba života 3HNA 
s rostoucí koncentrací hyaluronanu nemění a vyhasínání fluorescence je stále monoexponenciální. 
Stejně jako u stacionární fluorescence se zdá, že se 3HNA nenaváže na hydratační obal 
hyaluronanu, spíše to opět vypadá, že převládá repulze nábojů. Při srovnání s K M C je ale vidět, že 
3HNA může interagovat s molekulami vody vázanými k polymeru, který obsahuje karboxylovou 
skupinu. Po přidání K M C do roztoku se změnil tvar vyhasínací křivky a tato křivka byla popsána 
biexponenciální funkcí. Sice hodnoty relativního zastoupení delší doby života (tedy doby života 
vázané sondy k polymeru) nedosahovaly hodnot určených pro PVP nebo BSA, ale i s 15% 
zastoupením vázané sondy je patrné, že se 3HNA dokáže navázat na K M C i přes značnou repulzi 
nábojů. To neplatí pro hyaluronan, kde se po přidání polymeru k 3HNA nezměnil počet dob života 
a se zvyšující se koncentrací hyaluronanu nedochází ke zvyšování doby života. To potvrzují data 
ze stacionární fluorescence, že se voda k hyaluronanu váže buď v určitých klastrech a na určitých 
místech, nebojsou vodní klastry zachycené uvnitř řetězců hyaluronanu. 

57 



Tabulka 1 Doby života a příslušné relativní amplitudy 3HNA (30 |o.mol/L) v prostředí PVP a 
BSA 

CPVP (umol/L) TI (ns) A i (%) T2 (ns) A 2 (%) Tprůměr (ns) 

0 1.65 100 - - 1.65 

20 1.70 67.42 6.57 32.58 3.29 

50 1.82 47.31 6.58 52.69 4.32 

100 2.00 36.72 6.58 63.28 4.90 

200 2.22 30.35 6.61 69.65 5.28 

300 2.51 30.48 6.73 69.52 5.44 

400 2.63 29.96 6.76 70.04 5.52 

CBSA (umol/L) TI (ns) A i (%) T2 (ns) A 2 (%) Tprůměr (ns) 

0 1.68 100 - - 1.65 

1 1.69 86.10 5.69 13.90 2.25 

2 1.79 77.62 6.08 22.38 2.75 

3 1.89 68.94 6.30 31.06 3.26 

4 2.00 64.88 6.49 35.12 3.58 

5 2.03 63.95 6.46 36.05 3.63 

6 2.15 61.38 6.61 38.62 3.88 

10 2.28 59.20 6.63 40.80 4.05 
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Tabulka 2 Doby života a příslušné relativní amplitudy 3HNA (30 |imol/L) v prostředí 
hyaluronanu a K M C 

CHyA (umol/L) TI (ns) A i (%) T2 (ns) A 2 (%) Tprůměr (ns) 

0 1,67 100 - - 1,67 

5 1,66 100 - - 1,66 

10 1,66 100 - - 1,66 

30 1,67 100 - - 1,67 

50 1,67 100 - - 1,67 

70 1,67 100 - - 1,67 

90 1,69 100 - - 1,69 

120 1,69 100 - - 1,69 

130 1,69 100 - - 1,69 

150 1,70 100 - - 1,70 

C K M C (umol/L) TI (ns) A i (%) T2 (ns) A 2 (%) Tprůměr (ns) 

0 1,66 100 - - 1,66 

20 1,69 100 - - 1,69 

50 1,62 96 6,30 4 1,80 

100 1,63 94 7,18 6 1,97 

200 1,68 91 8,74 9 2,32 

300 1,70 87 8,89 13 2,63 

400 1,73 85 9,35 15 2,87 

4.3 Závěr 

Účelem této kapitoly bylo prozkoumat možnost navázání fluorescennčí sondy 3HNA 
v excitovaném stavu na polymer (vodu vázanou k polymeru). Byly použity 4 polymery (PVP, 
BSA, K M C a HyA). PVP a B S A byly použity z kontrolního důvodu, jelikož tyto polymery byly 
pomocí 3HNA již zkoumány. K M C zase byla použita z důvodu podobnosti k hyaluronanu, a to 
díky přítomnosti karboxylových skupin. Ze strukturního hlediska je jasné, že vazebnou konstantu 
excitovaného aniontu 3HNA budou ovlivňovat v roztoku disociované karboxylové skupiny obou 
polymerů. Nicméně vzhledem k teoriím o velkém a souvislém hydratačním obalu hyaluronanu by 
disociované karboxylové skupiny neměly být pro 3HNA překážkou. 

Experimenty s PVP a B S A ukázaly, že 3HNA se váže k vodě vázané k polymeru. Vazebné 
konstanty byly stanoveny pomocí stacionární fluorescence. Podobné hodnoty vazebné konstanty 
byly stanoveny jak pomocí intenzity fluorescence, tak i pomocí anizotropie fluorescence. Hodnoty 
vazebné konstanty pro komplex 3HNA-BSA se pohybovaly v řádu 105 M " 1 a pro komplex 
3HNA-PVP v řádu 104 M " 1 . To znamená, že se 3HNA lépe váže na polymer BSA. Vazba 3HNA 
na obal polymeru byla také potvrzena pomocí časově rozlišené fluorescence. Ve vodě má 3HNA 
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pouze jednu dobu života. V případě navázání na polymer by se měla objevit víceexponenciální 
vyhasínací křivka. Tato domněnka se při měření potvrdila. Po přidání polymeru do roztoku vzrostl 
počet dob života na dvě a při zvyšování koncentrace polymeru rostla průměrná doba života. 

V případě aniontových polymerů K M C a HyA byla závislost intenzity fluroescence na 
koncentraci polymeru odlišná od PVP a BSA. U K M C ještě bylo možné vazebnou konstantu 
pomocí intenzity fluorescence a anizotropie fluorescence stanovit, ale u hyaluronanu nebylo 
možné tuto konstantu vypočítat. U K M C byla určena hodnota vazebné konstanty v řádu 103 M " 1 , 
takže vazebná konstanta mohla být ovlivněna disociovanými karboxylovými skupinami, nicméně 
je vidět, že i přes přítomnost karboxylových skupin byla pozorována vazba 3HNA k vodě vázané 
k polymeru. V případě hyaluronanu nebylo možné určit trend závislosti a při přepočtu do 
Benesi-Hildebrandova vztahu hodnoty dosahovaly záporných hodnot. To znamená, že v případě 
hyaluronanu 3HNA neinteragovala s polymerem nebo s molekulami vody vázanými k polymeru. 
Časově rozlišená fluroescence potvrdila data ze stacionární fluroescence. V případě K M C se po 
přidání polymeru do roztoku zvýšil počet dob života na dvě a se zvyšující se koncentrací K M C 
rostla průměrná doba života. V případě hyaluronanu se po přidání polymeru do roztoku nezvýšil 
počet dob života a ani se doba života nezvyšovala s rostoucí koncentrací polymeru. Data získaná 
pomocí stacionární a časově rozlišené fluorescence naznačují, že hyaluronan nemá žádný 
monstrózní hydratační obal, ale že se voda k hyaluronanu váže buď v určitých klastrech a na 
určitých místech, nebojsou vodní klastry zachycené uvnitř řetězců hyaluronanu. 

5 CHARAKTERIZACE INTERAKCÍ POLYMER-TENZID 
POMOCÍ ESPT 

Tato kapitola se zabývá deprotonací v excitovaném stavu a jejím využití pro výzkum interakcí 
hyaluronanu a tenzidů. Účelem je zjistit použitelnost ESPT v koloidních systémech a zaměřit se na 
citlivost ESPT na přítomnost molekul vody, což by mělo určit, jakým způsobem ovlivňuje 
hydratace hyaluronanu interakce s (opačně nabitými) micelárními útvary. 

5.1.1 Stanovení CMC CTAB a Septonexu pomocí ESPT 

Stanovení C M C je rutiní záležitost, která se ve fluorescenci nejčastěji provádí pomocí 
fluroescenční sondy pyrenu. Nicméně v tomto případě jde nejen o určení C M C (určení metody 
výpočtu C M C pro jednotlivé sondy - viz rozdílné výpočty v kapitole 3.1), ale i o ESPT 
charakteristiky jednotlivých sond v micelárním systému a o vyhodnocení, která ze sond bude dále 
použita pro studium micelárních systémů s polymery. 

5.2 Experimentální část 

5.2.1 Přístrojové vybavení 

Viz kapitola 4.1.1 

5.2.2 Příprava vzorků 

Zásobní roztoky polymerů (hyaluronanu, polystyren sulfonátu) byly připraveny navážením 
přesného množství příslušného polymeru a jeho kvantitativním převedením do odměrné baňky a 
doplněním Mil l i -Q vodou po rysku. Takto byly připraveny zásobní roztoky hyaluronanu o 
koncentraci 70 mg • dm"3. 
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Zásobní roztoky fluorescenčních sond byly připraveny navážením příslušného množství 
1- naftolu, HPTS a 3HNA na analytických vahách a kvantitativním převedením do odměrných 
baněk o objemu 50 mL pomocí ethanolu a doplněním po rysku. 

Vzorky byly připraveny převedením příslušného množství zásobního roztoku fluorescenční 
sondy do skleněných vialek a rozpouštědlo bylo odpařeno. Koncentrace naftolu v každém vzorku 
byla 1 0 fxmol. Následně byl do vialek pipetován tenzid (CTAB, septonex) tak, aby vznikla 

koncentrační řada tenzidu o 16 vzorcích s koncentračním rozsahem od 
2- 10"4 mol/L do 6-10"3 mol/L v případě stanovení C M C pomocí ESPT 
a 1 • 10"b mol/Ldo 2 • 10"z mol/L v případě pozorování interakce polymeru a tenzidu. Všechny 
vzorky byly připraveny třikrát, aby mohla být provedena statistická analýza. Hyaluronan byl 
skladován a používán tak, aby nedocházelo k termální [149] nebo časové degradaci [150] 
polymeru. Zejména u časové degradace polymeru bez použití azidu sodného jakožto prevenci proti 
tvorbě mikroorganismů bylo vycházeno z naší studie zabývající se právě časovou degradací 
hyaluronanu bez použití jakéhokoli prostředku proti tvorbě mikroorganismů [151]. 

Zásobní roztoky zhášečů byly připraveny převedením příslušného množství zhášeče do 
odměrné baňky a doplněny po rysku vodou (DMSO v případě jodbenzenu) tak, aby vznikly 
zásobní roztoky o koncentraci 0,02 M pro jodid draselný, jodpropan a jodbenzen a 0,01 M roztok 
pro cetylpyridinium chlorid (CPC). 

Vzorky byly připraveny převedením příslušného množství zásobního roztoku fluorescenční 
sondy do skleněných vialek a rozpouštědlo bylo odpařeno. Koncentrace naftolu v každém vzorku 
byla 10 umol. Následně byl do jednotlivých skleněných vialek pipetován tenzid a zhášeč tak, aby 

koncentrace tenzidu ve všech vzorcích byla 20 m M a poměr koncentrace zhášeče a koncentrace 
micel byl v rozmezí 0,5 až 1,5. Vzorky byly následně doplněny vodou na výsledný objem 5 ml. 

5.3 Výsledky a diskuse 

5.3.1.1 1-naftol 

Na Obr. 37 je vidět, že data změření spyrenem korelují s měřením s 1-naftolem. Dále graf 
ukazuje, že intenzita fluorescence neutrální formy naftolu roste v závislosti na koncentraci tenzidu. 
Zvýšení intenzity fluorescence neutrální formy naftolu značí omezení deprotonace v excitovaném 
stavu, což znamená solubilizaci 1-naftolu do vznikajících micel tenzidu. To také znamená, že 
C M C může být vypočítána také pomocí sondy 1-naftolu. Jak již ale bylo zmíněno výše, C M C 
může být určena ze tří bodů této závislosti. Z inflexního bodu byla hodnota C M C určena na 
1,18 mM, pro minimum funkce na 1,01 m M a pro maximum funkce byla určena na 1,35 mM. 
C M C stanovená pomocí pyrenu byla určena na 1,03 mM. S touto hodnotou nejlépe koreluje C M C 
určená pomocí minima funkce. 

Z Obr. 37 plyne, že se 1-naftol solubilizuje v micelách, ale neříká nic o tom, v jakých místech 
micely by se sonda mohla rozpouštět. To dále napoví emisní spektra naftolu. Fluorescenční sonda 
se může vázat v různých částech micely, a to na jejím povrchu, ve Sternově vrstvě nebo 
v hydrofobním jádře micely (kapitola 2.2.2 a 3.3). Emisní spektrum 1-naftolu v CTAB ukázalo, že 
i v koncentracích za kritickou micelární koncentrací převažuje aniontová forma 1-naftolu nad 
neutrální, takže se nebude solubilizovat v hydrofobním jádře micel. Hydrofobní jádro micely je v 
podstatě tvořeno kapalnými uhlovodíky, takže ESPT by, v případě solubilizace sondy v jádře, byl 
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výrazně omezen nebo úplně zastaven, jak je tomu například v prostředí methanolu, což by mělo za 
následek převahu píku neutrální formy naftolu nad aniontovou. Z tohoto pozorování plyne, že se 
1-naftol v CTAB pravděpodobně nachází ve Sternově vrstvě, a proto převažuje aniontová forma 
1-naftolu ve srovnání s neutrální formou. S tímto zjištěním koresponduje také měření časově 
rozlišené fluorescence, respektive výpočet rychlostní konstanty deprotonace. Rychlostní konstanta 
se snižuje v závislosti na tvorbě micel a nakonec rychlostní konstanta deprotonace v micelách 
dosahuje hodnot okolo 1,7 ns"1. To znamená, že rychlostní konstanta nedosahuje tak nízkých 
hodnot jako v případě směsi methanol-voda, takže se nenachází v blízkosti nebo uvnitř jádra 
micely (viz Přílohy Tabulka 7). 
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Obr. 37 Závislost intenzity neutrálni formy naftolu (A = 3 5 0 n m ) a EmPI na koncentraci 
tenzidu 
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Obr. 38 Emisní spektra 1-naftolu ve vodě (- -), 6 mM CTAB (- • -) a v 80% směsi methanol-
voda (—) 

Vzhledem k pozici 1-naftolu v micele se naftol jeví jako ideální kandidát pro výzkum vlivu 
hydratace (hydratačního obalu) na prostředí uvnitř micely, protože by se naftol mohl nacházet 
právě na výše zmíněném rozhraní. 

5.3.1.2 HPTS 

Obr. 39 znázorňuje závislost intenzity fluorescence neutrální formy HPTS na koncentraci 
tenzidu. Zvýšení intenzity fluorescence neutrální formy HPTS značí omezení deprotonace 
v excitovaném stavu, což opět znamená solubilizaci sondy do vznikajících micel tenzidu. Průběh 
závislosti se dobře shoduje s EmPI pyrenu, takže i HPTS může být použito pro stanovení C M C . 
Jak již ale bylo zmíněno výše, C M C může být určena ze tří bodů této závislosti. Z inflexního bodu 
byla hodnota C M C určena na 0,97 mM, pro minimum funkce na 0,85 mM a pro maximum funkce 
byla určena na 1,10 mM. C M C stanovená pomocí pyrenu byla určena na 1,03 mM. S touto 
hodnotou nejlépe koreluje C M C určená pomocí inflexního bodu funkce. 

Stejně jako v předchozím případě (l-naftolu) lze pozorovat solubilizaci HPTS do micel, takže 
jde také o potenciálního kandidáta pro další výzkum interakce polymeru a tenzidu. Nicméně 
v tomto případě se HPTS pravděpodobně solubilizuje v odlišné části micely než 1-naftol. Plyne to 
z porovnání emisních spekter HPTS ve vodě a v micelách. Na Obr. 40 lze pozorovat převahu 
neutrální formy HPTS v micelách nad formou aniontovou. V případě 1-naftolu tomu bylo právě 
naopak, tedy aniontová forma převažovala nad neutrální. V případě HPTS se tedy sonda 
pravděpodobně nachází hlouběji v micelách, a to pravděpodobně na rozhraní jádra micely a 
Sternovy vrstvy. To potvrzuje i časově rozlišená fluorescence. Rychlostní konstanta deprotonace 
HPTS v micelách dosahuje hodnot menších než 1 ns"1, konkrétně tedy 0,8 ns"1. To znamená, že 
rychlostní konstanta dosahuje podobně nízkých hodnot jako v případě směsi methanol-voda, takže 
i podle rychlostní konstanty deprotonace je deprotonaci výrazně bráněno (viz Přílohy Tabulka 8). 
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Obr. 39 Závislost intenzity neutrální formy HPTS ( / l = 420nm) a EmPI na koncentraci 
tenzidu 

Výše je zmíněno, že HPTS je také potenciální sondou pro výzkum vlivu hydratace hyaluronanu 
na micelární prostředí. Nicméně tato sonda se nachází hlouběji v micele, takže jako vhodnější 
sonda pro tuto aplikaci se jeví 1-naftol. 
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Obr. 40 Emisní spektra HPTS ve vodě (- -), 6 mM CTAB (- • -) 

5.3.1.3 3HNA 

Fluorescenční sonda 3HNA byla v tomto případě zvolena kvůli citlivosti aniontové formy na 
vázanou vodu. Pokud by bylo možné sledovat závislost změny intenzity aniontové formy 3HNA 
na koncentraci tenzidu, mohla by být tato sonda použita pro výzkum vlivu hydratace hyaluronanu 
na jeho interakce s (opačně nabitými) micelárními útvary. 

Obr. 41 nicméně ukazuje, že intenzita fluorescence sice s rostoucí koncentrací tenzidu roste, ale 
roste již od prvního přidání tenzidu, tedy před kritickou micelární koncentrací. Intenzita 
fluorescence roste v podstatě lineárně, takže nelze určit, kdy dochází k tvorbě jakýchkoli agregátů 
tenzidu. Způsobuje to pravděpodobně okamžité navázání aniontového 3HNA na kationtový tenzid, 
což vede ke zvýšení intenzity fluorescence. Nejde tedy o zvýšení intenzity fluorescence vlivem 
tvorby micel. Ke stejnému závěru lze dojít pomocí časově rozlišené fluorescence, protože hned při 
prvním přidání tenzidu o koncentraci 2-10 4 M došlo ke skokovému zvýšení průměrné doby 
života z l , 6 n s na 4,4 ns (viz Přílohy Tabulka 9), což, z předchozích experimentů s 3HNA, 
znamená navázání 3HNA na jinou molekulu. Z toho plyne, že se 3HNA bude vázat elektrostaticky 
na tenzid a v případě přidání záporně nabitého polymeru by mohlo dojít k vytlačení 3HNA, a tedy 
ke změně spektrálních vlastností. Tento jev by činil 3HNA zajímavou pro výzkum interakcí 
tenzidu a polymeru, nicméně tento experiment byl již proveden s akridinovou oranží [154], 
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takže v případě výzkumu vlivu hydratace hyaluronanu nebude 3HNA v dalších experimentech 

zvážena. 
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Obr. 41 Závislost intenzity aniontové formy 3HNA ( / l = 510nm) a EmPI na koncentraci 
tenzidu. Vložený graf znázorňuje emisní spektra 3HNA ve vodě a v micelách CTAB. 

5.3.1.4 Charakterizace fluorescenční sondy 1-naftolu v Septonexu 

C M C Septonexu je opět hodnota, kterou lze vyčíst z literatury (0,77 mmol [155]), ale v tomto 
případě byla potřeba stanovit především charakteristiku ESPT v Septonexu, abychom ověřili, že je 
tuto metodu možno právě na Septonex aplikovat, proto byla hodnota C M C stanovena podobně 
jako pro C T A B v předchozí kapitole. Hodnota C M C Septonexu stanovená pomocí pyrenu 
(0,67 mmol) se, v rámci směrodatné odchylky, shodovala s hodnotou C M C stanovenou pomocí 
1-naftolu (0,60 mmol). Septonex pro tyto účely zatím v literatuře použitý nebyl. Důvodem je další 
srovnání CTAB a Septonexu při výzkumu vlivu hydratace hyaluronanu na prostředí micel. 

Na Obr. 42 je vidět, že data z měření s pyrenem korelují s měřením s 1-naftolem (pro srovnání 
jsou v grafu i data pro CTAB). Dále graf ukazuje, že intenzita fluorescence neutrální formy naftolu 
roste v závislosti na koncentraci tenzidu. Zvýšení intenzity fluorescence neutrální formy naftolu 
značí omezení deprotonace v excitovaném stavu, což znamená solubilizaci 1-naftolu do 
vznikajících micel tenzidu. 
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Obr. 42 Závislost intenzity neutrální formy naftolu (A = 350nm) na koncentraci tenzidu 

V případě 6 m M Septonexu převažuje neutrální forma naftolu nad aniontovou a je vidět, že 
emisní spektrum 1-naftolu v 6 m M Septonexu má prakticky stejný tvar jako emisní spektrum 
1-naftolu ve směsi methanol-voda. V Septonexu se tedy 1-naftol pravděpodobně nachází na 
rozmezí Sternovy vrstvy a hydrofobního jádra, neboli v místech, kde je méně molekul vody, což 
brání deprotonaci. Nemůžeme tvrdit, že se l-naftol nachází absolutně v hydrofobním jádře micely, 
protože intenzita fluorescence aniontové formy je stále výrazná. V případě, že by se NpOH 
nacházel v hydrofobním jádře Septonexu, aniontová forma by zcela vymizela. 
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Obr. 43 Emisní spektra 1-naftolu ve vodě (- -), 6 mM Septonexu (•••) a v 80% směsi 
methanol-voda (---) 
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Zvýše uvedených dat plyne, že Septonex může být použit jako další tenzid pro výzkum vlivu 
hydratace hyaluronanu na jeho interakce s (opačně nabitými) micelárními útvary. 

5.3.2 Určení pozice 1-naftolu v CTAB pomocí zhášení fluorescence 

Tato část práce se zabývá zhášením fluorescence l-naftolu za účelem potvrzení pozice naftolu 
v micelách CTAB a Septonexu. 

Jak bylo zmíněno v kapitole 3.2, pozice fluroescenční sondy může být určena pomocí zhášení 
jodových derivátů. V předchozí práci byla pomocí této metody zkoumána pozice pyrenu 
v micelách CTAB pomocí jodidu draselného, jodpropanové kyseliny a jodbenzenu. Jodid draselný 
se nachází v roztoku a na rozhraní micela-voda, jodpropanová kyselina se nachází na rozhraní 
Sternovy vrstvy micely a hydrofobního jádra ajodbenzen se nachází v hydrofobním jádře micely. 
Co se týče zhášení pyrenu, bylo zjištěno, že se pyren nachází ve Sternově vrstvě micely, protože 
účinnost zhášení byla podobná jak pro jodid draselný, tak pro jodpropanovou kyselinu. Pozice 
pyrenu byla potvrzena následně pomocí časově rozlišené fluroescence (graf pro měření časově-
rozlišené fluorescence je v kapitole přílohy - Obr. 66). 
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Obr. 44 Emisní data pro zhášení pyrenu v CTAB pomocí jodidu draselného, 3 jodpropanové 
kyseliny a fenyljodidu, koncentrace CTAB byla konstantní 

Stejný experiment, který byl popsán výše, byl proveden pro 1-naftol v C T A B a v Septonexu. 
Při použití jodových derivátů nebylo pozorováno žádné zhášení stacionární fluorescence, a to ani 
jedním z výše uvedených derivátů. Neznamená to, že by se l-naftol nenacházel v micele, jen není 
zhášen jodovými deriváty. Měření stacionární fluorescence byla potvrzena i časově rozlišenou 
fluorescencí, kdy nebyla pozorována žádná změna doby života. Samozřejmě u časově rozlišené 
fluroescence se může jednat pouze o absenci dynamického zhášení, nicméně v kombinaci s 
nulovou změnou intenzity fluorescence to znamená, že jodové deriváty 1-naftol nezhasí. Stejná 
závislost byla pozorována i pro 1-naftol v micelách Septonexu. 
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Jelikož použitím jodových derivátů nedocházelo ke zhášení fluorescence, byl použit další 
dostupný zhášeč, který se svou strukturou začlení do Sternovy vrstvy micely. Jedná se 
o cetypyridinium chlorid. Tento tenzid se díky své struktuře vnoří do struktury micely tak, že 
hydrofobní řetězec se nachází v jádře micely a pyridiniový iont se nachází ve Sternově vrstvě, 
respektive na pomezí hydrofobní vrstvy micely a Sternovy vrstvy. Obr. 45 zobrazuje závislost 
změny intenzity fluorescence na koncentraci zhášeče (graf pro Septonex v kapitole Přílohy - Obr. 
67). Lze pozorovat lineárně rostoucí závislost, což znamená, že CPC 1-naftol zháší. Znamená to 
také, že pomocí CPC byla potvrzena pozice 1-naftolu v mi cel ách CTAB a Septonexu. Účinnost 
zhášení v kombinaci s emisními daty z předchozí kapitoly říká, že se 1-naftol v obou případech 
nachází ve Sternově vrstvě, případně na pomezí Sternovy vrstvy a hydrofobního jádra micely. 

Obr. 45 Emisní data pro zhášení 1-naftolu v CTAB pomocí KI, 3-jodpropanové kyseliny, 
jodbenzenu a CPC, koncentrace CTAB byla konstantní 

5.3.3 Studium interakcí polymeru a tenzidu pomocí ESPT 

V předchozí sekci bylo zjištěno, že 1-naftol a HPTS mohou být použity pro stanovení agregační 
koncentrace C T A B kvůli jejich schopnosti solubilizace v těchto agregátech. Ze dvou 
fluorescenčních sond byl vybrán l-naftol proto, že se v CTAB nachází ve Sternově vrstvě a 
v Septonexu se nachází blíž k hydrofobnímu jádru micely. Tato sekce má za úkol zjistit, jestli se 
budou měnit emisní charakteristiky 1-naftolu, tedy jestli je 1-naftol ovlivněn přítomností 
hyaluronanu, respektive hydratačním obalem hyaluronanu. Pro srovnání polymeru s významnými 
hydratačními vlastnostmi byl vybrán vysyntetický polystyren sulfonátem (PSS). Cílem je srovnat 
polymer s významnou elektronovou hustotou (PSS) abiopolymer hyaluronan. Dalším cílem je 
potvrdit interakce hyaluronanu a tenzidu před kritickou micelární koncentrací a využít vysoké 
citlivosti ESPT na přítomnost vody (nebo naopak na přítomnost uhlovodíků). PSS byl pro srovnání 
použit především proto, že je to dobře definovaný polyelektrolyt a nebyl u něj v literatuře 
pozorován žádný hydratační obal, kdežto hyaluronan je známý humektant. 
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V literatuře je interakce tenzidů a polyelektrolytů již popsána. Předpokladem tedy bylo, že před 
kritickou micelární koncentrací bude možné pozorovat zvýšení intenzity fluorescence neutrální 
formy naftolu u kritické agregační koncentrace a zároveň by se měla kritická micelární 
koncentrace snížit. Po přidání hyaluronanu o koncentraci 7 mg/L do roztoku tenzidu je vidět, že 
intenzita fluorescence neutrální formy 1-naftolu se začíná zvyšovat přibližně ve stejných 
koncentracích jako při absenci hyaluronanu (Obr. 46), takže to vypadá, že k žádné interakci 
hyaluronanu a CTAB nedochází. Při srovnání s PS S můžeme pozorovat zvýšení intenzity 
fluorescence neutrální formy naftolu u koncentrace 2-ÍO - 5 mol/L, což představuje kritickou 
agregační koncentraci. Dále je vidět druhé zvýšení intenzity fluorescence u koncentrace tenzidu 
3-10 - 4 mol/L, což představuje kritickou micelární koncentraci v přítomnosti PSS. V tomto 
srovnání bychom mohli říct, že hyaluronan v nízké koncentraci s CTAB neinteraguje, takže se 
netvoří žádné agregáty. Nicméně po vynesení závislosti excitačního polaritního indexu (ExPI) 
pyrenu na koncentraci CTAB je vidět prudký pokles ExPI u koncentrace 5 -10~ 5mol/L, což značí 
tvorbu agregátů hyaluronanu a CTAB. Zároveň lze pozorovat snížení hodnoty kritické micelární 
koncentrace na hodnotu 5-ÍO - 4 mol/L kvůli posunu inflexního bodu sigmoidní závislosti k nižším 
hodnotám. Pokud by k žádné interakci nedocházelo, hodnota C M C by byla přibližně 8 • 10 - 4 mol/L 
a především by nedošlo ke snížení ExPI jeden řád před CMC. 

Porovnáním normalizované intenzity fluorescence neutrální a aniontové formy naftolu 
v závislosti na koncentraci CTAB byl zjištěn rozdíl mezi průběhem závislosti neutrální 
a aniontové formy na koncentraci CTAB. Intenzita fluorescence aniontové formy má první 
maximum okolo koncentrace 2- ÍO - 5 mol/L a druhé okolo 5-10" 4mol/L. Závislost aniontové 
formy 1-naftolu na koncentraci C T A B koreluje s měřením, které bylo provedeno s pyrenem. 
Přitom intenzita fluorescence neutrální formy 1-naftolu by se měla měnit stejně jako intenzita 
fluorescence aniontové formy kvůli zjevné solubilizaci naftolu v agregátech hyaluronanu a C T A B . 
Jelikož není pozorována žádná změna intenzity fluorescence neutrálního naftolu před kritickou 
micelární koncentrací, bude naftol ovlivněn větším zastoupením molekul vody v micelárním 
prostředí neboli větší hydratací Steinovy vrstvy. 
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Obr. 46 a) Titrace systémů 1-naftol, naftol-hyaluronan, naftol-PSS a pyrene-hyaluronan 
pomoci CTAB. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu 
(350 nm), b) Závislost normalizované intenzity fluorescence neutrální a aniontové formy 
1-naftolu na koncentraci CTAB 

U Septonexu byla situace podobná jako v případě CTAB (Obr. 47). Hodnota kritické micelární 
koncentrace se nezměnila s přidáním hyaluronanu při měření intenzity fluorescence neutrální 
formy 1-naftolu. Jak se ale již ukázalo u CTAB, po přidání syntetického PSS, který má větší 
nábojovou hustotu než hyaluronan, došlo k výraznému zvýšení intenzity fluorescence neutrální 
formy 1-naftolu (NpOH) okolo koncentrace 2-ÍO - 5 mol/L, což značí kritickou agregační 
koncentraci systému PSS-Septonex. K dalšímu zvýšení intenzity fluorescence NpOH došlo 
u koncentrace 3 •Í0~4 mol/L, což je připisováno tvorbě agregátů PSS-Septonex a volným micelám. 
Jako kontrolní měření v případě hyaluronanu byla opět použita fluorescenční sonda pyren. 
U koncentrace 4-10~ 5mol/L došlo k poklesu ExPI, takže k tvorbě agregátů hyaluronanu 
a Septonexu dochází již před kritickou micelární koncentrací, ale molekuly 1-naftolu jsou 
pravděpodobně opět ovlivněny větším zastoupením molekul vody v micelárním prostředí. 
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Obr. 47 Titrace systémů 1-naftol, naftol-hyaluronan, naftol-PSS a pyrene-hyaluronan 
pomocí CTAB. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu 
(350 nm). 

Jelikož se charakteristiky fluorescence neutrální formy naftolu v obou tenzidech v přítomnosti 
hyaluronanu a PSS liší, nebude důvodem jen zastoupení molekul vody ve Sternově vrstvě micely, 
ale pravděpodobně hydratace jednotlivých polymerů. PSS se podle předpokladu jeví jako polymer, 
který nemá hydratační vrstvu, takže neovlivňuje vnitřní prostředí micel. Kdežto hyaluronan by 
jistou hydratační vrstvu mít měl, případně, jak bylo diskutováno v sekci 4, vodní klastry vázané 
k hyaluronanu. Tyto vodní klastry by mohly zasahovat dovnitř Sternovy vrstvy a ovlivnit tak 
molekuly 1-naftolu. Jelikož kinetika ESPT je vysoce citlivá právě na přítomnost molekul vody, lze 
rychlostní konstanty popsané v kapitole 3.3 vypočítat z křivek vyhasínání fluorescence. Právě 
časově-rozlišené fluorescenci a kinetice ESPT se věnují další odstavce této kapitoly. 

Vyhasínací křivky neutrální formy naftolu byly vždy proloženy tri exponenciální funkcí (což je 
v souladu s rovnicí 45, která předpokládá existenci triexponenciální vyhasínací křivky), takže byly 
získány 3 doby života s příslušnými relativními zastoupeními. Vyhasínání neutrální formy naftolu 
se skládá z krátkého času patřícímu rychlé deprotonaci (54 ps) a ze dvou delších časů (1346 ps 
a 8504 ps). První delší čas představuje tzv. rise time a druhý čas představuje vyhasínání neutrální 
formy naftolu. Po přidání polymeru k naftolu jsou vidět změny dob života i relativních amplitud, 
a to jak v případě hyaluronanu, tak v případě PSS (Tabulka 10). V obou případech to jsou změny 
kvůli interakcím 1-naftolu s polymerem. 
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Tabulka 3 Rychlostní konstanty deprotonace (kpt), rekombinace (krec) a disociace ( k ^ 
rychlostní konstanty vyhasínání neutrální (kR0H) a aniontové formy (k R 0 ) 1-naftolu 

C T A B Hyaluronan (PSS*) kpt x 109 
k r e c X 109 kdiss x 109 k R O H x10 9 k R 0 - x 109 

mM mg/L s"1 s"1 s"1 

0 
0 

17,31 1,16 0,67 0,12 0,12 

2 
0 

1,48 0,02 3,53 0,07 0,05 

0 11,65 0,79 0,66 0,07 0,12 

0,05 7 9,92 0,87 0,91 0,12 0,05 

0,5 / 13,25 1,52 1,33 0,13 0,06 

2 2,47 0,20 1,71 0,09 0,05 

0 9,8 5,11 0,71 0,10 0,12 

0,05 7* 
7,2 3,56 0,74 0,18 0,07 

0,5 
/ 1 

1,18 1,72 1,37 0,16 0,05 

2 1,70 0,23 0,60 0,10 0,05 

Septonex Hyaluronan (PSS*) kpt x 109 
krec X 109 kdiss x 109 k R O H x10 9 k R 0 - x 109 

mM mg/L s"1 s"1 s"1 

0 
0 

17,31 1,1 0,67 0,12 0,12 

2 
0 

3,71 1,20 1,69 0,16 0,13 

0 11,65 0,79 0,66 0,07 0,12 

0,05 7 12,55 0,44 1,37 0,18 0,14 

0,5 
/ 

6,28 0,14 0,91 0,20 0,14 

2 2,01 0,31 1,49 0,22 0,14 

0 9,8 5,11 0,71 0,10 0,12 

0,02 7* 1,79 2,69 1,04 0,14 0,12 

0,3 / 1 

2,44 4,06 1,21 0,18 0,12 

2 1,65 0,25 0,7 0,17 0,12 

MeOH -
watter 80% 1,28 0,15 1,68 0,17 0,15 

Po přidání tenzidu k hyaluronanu došlo u koncentrace CTAB 5-10~5mol/L ke změně tvaru 
vyhasínací křivky, která byla proložena již tri exponenciální funkcí. Nový čas s hodnotou okolo 
20 ns je připisován vyhasínání aniontové formy 1-naftolu z hyaluronan-CTAB agregátů. Pomocí 
časově-rozlišené fluorescence aniontové formy 1-naftolu můžeme také sledovat změnu C M C 
CTAB. U koncentrace C T A B 5 -10" 4mol/L v absenci hyaluronanu byly zjištěny 2 časy 1293 ps 
a 8191 ps, kdežto v přítomnosti hyaluronanu byly tyto dva časy vypočítány také, ale s nemalým 
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zastoupením další a delší doby života (17 ns), která je opět připisována vyhasínání aniontové 
formy 1-naftolu v hyaluronan-CTAB agregátech. Neutrální forma naftolu vykazuje u koncentrace 
CTAB 5-ÍO - 5 mol/L podobné parametry vyhasínání fluorescence jako při absenci tenzidu. Doby 
života i relativní amplitudy mají, ve srovnání s 2 mM C T A B v přítomnosti hyaluronanu, velmi 
podobné hodnoty jako v případě samotného hyaluronanu. Jak již bylo popsáno výše, vyhasínání 
aniontové formy naftolu není ovlivněno samotným polymerem, takže změny v dobách života 
aniontové formy naftolu mohou být použity jako indikátor solubilizace naftolu v micelách. Z toho 
plyne, že pouze vyhasínání fluorescence neutrální formy naftolu je ovlivněno hydratací 
hyaluronanu a že se naftol nachází ve Sternově vrstvě micely. To zároveň koreluje s výsledky 
z experimentů stacionární fluorescence, kde bylo zjištěno, že se naftol ve Sternově vrstvě nachází. 
Když porovnáme doby života dlouhých komponent neutrální formy naftolu v přítomnosti CTAB a 
v přítomnosti hyaluronanu a PSS, můžeme vidět změnu doby života dlouhé komponenty 1-naftolu 
v přítomnosti PSS. Jelikož stejným způsobem jsou tvořeny agregáty i v případě CTAB a 
hyaluronanu, což bylo prokázáno pomocí pyrenu, měla by se podobně měnit i doba života 
neutrální formy naftolu v systému CTAB-hyaluronan. Jelikož se to neděje, bude pravděpodobně 
důvodem ovlivnění naftolu hydratační vrstvou hyaluronanu (nebo vodními klastry), která zasahuje 
do Sternovy vrstvy micely a ovlivňuje tím dobu života neutrální formy 1-naftolu. 

Vyhasínání fluorescence 1-naftolu v 0,5 mM CTAB v přítomnosti polymerů bylo měřeno přes 
emisní spektrum 1-naftolu (320 nm až 560 nm). Doby života a relativní amplitudy byly použity 
pro rekonstrukci časově-rozlišených emisních spekter podle rovnice 48 a časově-rozlišených 
normalizovaných emisních spekter podle rovnice 49. TRES 1-naftolu v 0,5 mM C T A B v prostředí 
hyaluronanu (Obr. 48a) ukazují, že v čase t = 0 ns jsou vidět oba píky představující neutrální a 
aniontovou formu 1-naftolu a s rostoucím časem se intenzita píků snižuje. Neutrální forma vymizí 
už 1 ns po excitaci, neboli 1 ns po excitaci lze pozorovat již pouze aniontovou formu 1-naftolu. 
Konstrukcí TRANES spekter z TRES spekter byl následně zjištěn izoemisní bod (Obr. 48b), který 
potvrzuje existenci obou forem naftolu v agregátech 0,5 mM C T A B a hyaluronanu. U PSS byla 
situace podobná, ale opět více výrazná. V čase t = 0 ns jsou vidět oba píky představující neutrální a 
aniontovou formu 1-naftolu a s rostoucím časem se intenzita píků snižuje. V případě hyaluronanu 
již po 1 ns po excitaci vymizela neutrální forma 1-naftolu, ale u PSS jsou vidět obě formy 
1-naftolu i 5 ns po excitaci (Obr. 48c). Při pohledu na TRANES spektra 1-naftolu v 0,5 mM 
CTAB v prostředí PSS lze opět sledovat izoemisní bod (Obr. 48d), který potvrzuje existenci dvou 
emisních jednotek neboli aniontové a neutrální formy 1-naftolu v agregátech PSS a CTAB. TRES 
a TRANES spektra ukázala, že i přes stínění neutrální formy naftolu nebo přes slabou interakci 
hyaluronanu a tenzidu lze pomocí TRANES spekter pozorovat obě formy 1-naftolu neboli 
formování hyaluronan-CTAB agregátů před kritickou micelární koncentrací. 
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Obr. 48 a) TRES 1-naftolu v 0,5 mM CTAB v přítomnosti hyaluronanu, b) TRANES 
1-naftolu v 0,5 mM CTAB v přítomnosti hyaluronanu, c) TRES 1-naftolu v 0,5 mM CTAB 
v přítomnosti PSS, d) TRANES 1-naftolu v 0,5 mM CTAB v přítomnosti PSS. Vložené grafy 
v případě b) a d) ukazují detail izoemisního bodu. 

Časově-rozlišená data fluorescenčních sond podstupujících deprotonaci v excitovaném stavu se 
dají použít také pro výpočet kinetiky procesu probíhajících v excitovaném stavu. Jak bylo popsáno 
v kapitole 3.3 a zobrazeno ve Schéma 1, procesy v excitovaném stavu 1-naftolu začínají 
vyhasínáním fluorescence neutrální formy naftolu s rychlostní konstantou kNPOH. Ten může kromě 
zářivé deexcitace podstoupit rychlou deprotonaci na iontový pár s rychlostní konstantou 
deprotonace kpt. Iontový pár může dále disociovat na jednotlivé ionty s rychlostní konstantou 
disociace kdiss nebo rekombinovat zpět na neutrální naftol a vodu s rychlostní konstantou 
rekombinace krec- V případě disociace mohou ionty přejít zpět na iontový pár s rychlostní 
konstantou ^ T ř T l . Iontový pár nebo aniontová forma 1-naftolu v excitovaném stavu mohou 

P L Jw 

deexcitovat s rychlostní konstantou kN Q_. V této práci bylo možné zanedbat zpětnou reakci iontů 

na iontový pár (rychlostní konstantu k |~H+1 ), protože pH vzorků bylo okolo 6,5. Tato hodnota 
P L Jw 

pH způsobí, že se přechod iontů na jeden iontový pár v excitovaném stavu stane kineticky 
zanedbatelným [112], [128]. 

Tabulka 3 ukazuje rozdíl mezi rychlostmi deprotonace mezi roztoky tenzidu a směsí tenzidu 
a polymeru. Rychlostní konstanta deprotonace 1-naftolu ve 2 m M CTAB se oproti vodě snížila 
skoro dvanáctkrát kvůli solubilizaci 1-naftolu v mi cel ách. Hodnota rychlostní konstanty 
je podobná hodnotě kpt ve směsi methanol-voda, kde byla aniontová forma výrazně potlačena. 
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Výpočty rychlostních konstant deprotonace 1-naftolu v prostředí CTAB naznačují agregaci při 
všech zmíněných koncentracích C T A B v Tabulka 3 kvůli snížení kpt v porovnání s 1-naftolem ve 
vodě. Nicméně rychlosti deprotonace určené pro systémy s hyaluronanem a PSS vykazují značné 
rozdíly. Rychlostní konstanta deprotonace v prostředí HyA a PSS se u kritické agregační 
koncentrace liší nepatrně. Jakmile se ale koncentrace tenzidu dostane ke kritické micelární 
koncentraci v přítomnosti polymeru, liší se rychlostní konstanty deprotonace více jak desetkrát. 
Naftol solubilizovaný v CTAB-PSS agregátech měl rychlost deprotonace podobnou jako v 2 mM 
CTAB nebo ve směsi methanol-voda. Kdežto naftol solubilizovaný v CTAB-hyaluronan 
agregátech měl rychlost deprotonace 13,25 s"1. Takto vysoká hodnota rychlosti deprotonace 
představuje značné ovlivnění prostředí okolo molekul l-naftolu. Jakmile je C M C překročena, 
rychlost deprotonace se mnohonásobně zpomalí. Pravděpodobně dochází ke tvorbě větších 
agregátů, kde hydratace hyaluronanu nebo vodní klastry na něj navázané nemají takový vliv na 
molekuly 1-naftolu. Rychlost deprotonace ve 2 mM C T A B v absenci hyaluronanu má navíc téměř 
dvakrát nižší hodnotu než v 2 mM C T A B v přítomnosti hyaluronanu. I tato skutečnost značí 
nemalé ovlivnění hyaluronan-CTAB agregátů. 

V případě 2 m M Septonexu se také několikanásobně snížila hodnota rychlostní konstanty 
deprotonace 1-naftolu kvůli solubilizaci 1-naftolu v micelách Septonexu. Po přidání PSS 
k 0,02 mM a 0,3 mM Septonexu klesla hodnota kpt více než 4krát. Jasně to značí solubilizaci 
molekul fluorescenční sondy do agregátů vzniklých před kritickou micelární koncentrací. 
U hyaluronanu byla situace opačná. V prostředí 0,05 mM Septonexu, tedy při koncentraci tvorby 
agregátů, byla rychlost deprotonace stejná jako v případě absence tenzidu. V 0,5 mM Septonexu 
následně klesla rychlostní konstanta deprotonace také dvojnásobně, ale stále je hodnota podobná 
rychlosti deprotonace v absenci Septonexu. Ve 2 m M Septonexu již rychlostní konstanta 
deprotonace klesla na hodnotu srovnatelnou se 2 mM Septonexem v prostředí PSS. Jak je již výše 
popsáno, u 0,04 m M a 0,5 m M Septonexu v prostředí hyaluronanu dochází ke tvorbě agregátů. 
Takto vysoké rychlostní konstanty deprotonace mohou být vysvětleny právě ovlivněním prostředí 
v okolí molekul 1-naftolu, tedy zásahem hydratace hyaluronanu do Sternovy vrstvy micel. Pokud 
srovnáme C T A B a Septonex s koncentrací za C M C v prostředí hyaluronanu můžeme pozorovat 
rozdíl v rychlostní konstantě deprotonace. Z rozdílu těchto hodnot vyplývá, že hyaluronan více 
ovlivňuje vnitřní prostředí CTAB nebo se molekuly naftolu nachází hlouběji v micelách, takže je 
hydratace hyaluronanu nemůže takovou měrou ovlivnit jako v micelách CTAB. Hodnota kpt pro 
CTAB je l,5krát větší než pro Septonex a navíc má kpt v Septonexu v prostředí hyaluronanu 
podobnou hodnotu jako v prostředí Septonexu a PSS a zároveň i CTAB a PSS. 

5.3.3.1.1 Vliv molekulové hmotnosti poly elektrolytu 

Délka řetězce polymeru by mohla také mít vliv na vlastnosti ESPT v micelárním prostředí, tedy 
na interakce mezi polymerem a tenzidem. Při studiu interakcí hyaluronanu a tenzidu byly použity 
3 molekulové hmotnosi (nízká, střední a vysoká - viz experimentální část). U CTAB lze pozorovat 
změnu průběhu závislosti intenzity fluorescence neutrální formy 1-naftolu v závislosti na CTAB 
při použití vysokomolekulárního hyaluronanu. Změna je nejvíce viditelná ve vloženém grafu na 
Obr. 49, kde je přiblížený koncentrační rozsah CTAB l u M až l m M . U nižších molekulových 
hmotností můžeme pozorovat přibližně shodný průběh intenzity fluorescence po celý průběh 
závislosti, ale u nej vyšší molekulové hmotnosti pozorujeme vyšší intenzitu fluorescence neutrální 
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formy 1-naftolu. Při srovnání rychlosti deprotonace vzorků u kritických agregačních koncentrací 
nebo i kritických micelárních koncentrací nedochází k žádným výrazným změnám. Nicméně 
pokud se srovnají hodnoty rychlostních konstant deprotonace v absenci tenzidu a v přítomnosti 
tenzidu okolo agregační koncentrace je patrné, že k nej většímu poklesu oproti vzorkům při absenci 
tenzidu dochází právě u vysokomolekulárního hyaluronanu (pokles okolo 30 % oproti 20 % 
v případě 1 MDa hyaluronanu). Z toho plyne, že vlivem molekulové hmotnosti hyaluronanu 
dochází k ovlivnění kinetiky deprotonace a zároveň dochází k ovlivnění intenzity fluorescence. 
Dále byla ovlivněna kritická agregační koncentrace, která se v případě 2 MDa hyaluronanu 
posunula z 0,05 mM na 0,08 mM. 
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Obr. 49 Titrace systémů obsahujících naftol a hyaluronan o různých molekulových 
hmotnostech pomocí CTAB. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy 
naftolu (350 nm). Vložený graf představuje zaostření na koncentrace CTAB před CMC. 

V případě Septonexu nelze pozorovat podobný průběh jako v případě CTAB. Všechny 
závislosti mají velmi podobný průběh a agregační nebo micelární koncentrace nejsou v tomto 
případě ovlivněny ani vysokomolekulárním hyaluronanem. To napovídá, že ovlivnění vlastností 
1-naftolu v případě CTAB a vysokomolekulárního hyaluronanu bylo způsobeno způsobem, jakým 
se naftol solubilizuje do micel. Pokud je 1-naftol solubilizován ve Sternově vrstvě, může být 
ovlivněn formováním méně kompaktnějšími agregáty, tedy vliv hyaluronanu neboli formování 
agregátů není tak silné, rychlé a žádoucí jako při použití menších molekulových hmotností. 
V případě Septonexu ovlivnění nepozorujeme, protože 1-naftol již je solubilizován hlouběji do 
micel, takže nemůže být takovou měrou ovlivněn (neovlivněn) jako v případě HyA-CTAB. 
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Obr. 50 Titrace systémů obsahujících naftol a hyaluronan o různých molekulových 
hmotnostech pomocí Septonexu. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální 
formy naftolu (350 nm) 

Tabulka 4 Rychlostní konstanty deprotonace (kpt), rekombinace (krec) a disociace (kdiSs) a 
rychlostní konstanty vyhasínání neutrální (kR0H) a aniontové formy (k R 0 ) 1-naftolu 

C T A B Hyaluronan kpt x 109 
krec X 109 kdiss x 109 k R O H x 109 k R 0 - x 109 

m M Mw s"1 s"1 s"1 s"1 s"1 

0 17,31 1,16 0,67 0,12 0,12 
0 

17,31 1,16 0,67 0,12 0,12 

2 1,48 0,02 3,53 0,07 0,05 

0 11,65 0,79 0,66 0,13 0,12 

0,05 9,92 0,87 0,91 0,12 0,05 0,05 
70 kDa 

9,92 0,87 0,91 0,12 0,05 

0,5 13,25 1,52 1,33 0,13 0,06 

2 2,47 0,20 1,71 0,09 0,05 

0 15,05 0,15 0,36 0,12 0,12 

0,05 12,01 0,75 0,78 0,14 0,06 0,05 
1 Mda 

12,01 0,75 0,78 0,14 0,06 

0,5 11,07 0,40 0,44 0,12 0,07 

2 1,72 0,10 1,24 0,09 0,05 

0 19,91 0,35 0,96 0,14 0,12 

0,08 14,07 0,30 0,39 0,11 0,11 

0,5 2Mda 13,66 0,28 0,45 0,11 0,11 

0,07 
2 2,39 0,67 2,12 0,07 

0,07 
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Septonex Hyaluronan kpt x 109 k r e c X 109 kdiss x 109 k R O H X 109 k R 0 - x 109 

m M Mw s"1 s"1 s"1 s"1 s"1 

0 11,65 0,79 0,66 0,07 0,12 

0,05 

0,5 
70kDa 

12,55 

6,28 

0,44 

0,14 

1,37 

0,91 

0,18 

0,20 

0,14 

0,14 

2 2,01 0,31 1,49 0,22 0,14 

0 15,0 
5 0,15 0,36 0,12 

0,12 

0,02 1 Mda 
10,9 
5 1,03 0,69 0,14 0,12 

0,5 6,96 0,98 0,81 0,13 0,12 

2 1,79 0,23 0,32 0,11 0,13 

0 19,91 0,35 0,96 0,14 0,12 

0,05 

0,5 
2Mda 

13,35 

11,91 

1,65 

2,71 

1,15 

1,37 

0,15 

0,17 

0,10 

0,12 

2 1,23 0,53 0,44 0,16 0,11 

MeOH - watter 80% 1,28 0,15 1,68 0,17 0,15 

2,0E+07 

g l,5E+07 

u 
c OJ u 
« l,OE+07 
o 

S 5,0E+06 

0,0E+00 

• PSS 1 MDa NpOH 

• PSS 70 kDa NpOH 

J . 

t i * 
" í 

1E-06 1E-05 1E-04 1E-03 

CTAB (mol/L) 

• 

• j ? -

1E-02 1E-01 

Obr. 51 Titrace systémů obsahujících naftol a PSS o různých molekulových hmotnostech 
pomocí CTAB. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu 
(350 nm). 
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Tabulka 5 Rychlostní konstanty deprotonace (kpt), rekombinace (krec) a disociace (kdiSs) a 
rychlostní konstanty vyhasínání neutrální (kR0H) a aniontové formy (k R 0 ) 1-naftolu 

CTAB PSS kptx 109 
krec X 109 kdiss x 109 k R O H x10 9 k R O - x 109 

mM Mw s"1 s"1 s"1 s"1 s"1 

0 9,8 5,11 0,71 0,10 0,12 

0,02 7,2 3,56 0,74 0,18 0,07 0,02 
70kDa 

7,2 3,56 0,74 0,18 0,07 

0,3 1,18 1,72 1,37 0,16 0,05 

2 1,70 0,23 0,60 0,10 0,05 

0 17,03 1,78 0,41 0,10 0,14 

0,05 9,52 7,71 0,53 0,16 0,14 0,05 
1 Mda 

9,52 7,71 0,53 0,16 0,14 

0,5 3,93 3,85 0,89 0,20 0,14 

2 1,57 0,24 0,31 0,13 0,14 

Septonex PSS kptx 109 
krec x 109 kdiss x 109 k R O H x10 9 k R 0 - x 109 

mM Mw s"1 s"1 s"1 s"1 s"1 

0 9,8 5,11 0,71 0,10 0,12 

0,02 1,79 2,69 1,04 0,14 0,12 0,02 
70kDa 

1,79 2,69 1,04 0,14 0,12 

0,3 2,44 4,06 1,21 0,18 0,12 

2 1,65 0,25 0,7 0,17 0,12 

0 22,67 1,49 0,43 0,1 

0,05 7,04 6,09 0,69 0,19 0,05 
1 Mda 

7,04 6,09 0,69 0,19 

0,7 6,06 4,48 0,81 0,2 

2 2,03 0,38 0,72 0,21 

MeOH - watter 80% 1,28 0,15 1,68 0,17 0,15 

79 



6E+06 

C L 

<J 
2 4E+06 
v 
u 

o 

re 
•H 2E+06 

OE+00 
1E-06 

• PSS-Septonex - 70 kDa 

I PSS-Septonex -1 MDa 

ť 

• 

1E-05 1E-04 1E-03 

Septonex (mol/L) 

1E-02 1E-01 

Obr. 52 Titrace systémů obsahujících naftol a PSS o různých molekulových hmotnostech 
pomocí Septonexu. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu 
(350 nm). 

5.4 Závěr 

Tato kapitola měla za účel prozkoumat a popsat vliv micelizace na vybrané fluroescenční sondy 
podstupující deprotonaci v excitovaném stavu, a to jak použitelnost těchto sond pro určení C M C , 
tak i určení pozice vybraných sond v micelách CTAB, případně Septonexu. Další část této kapitoly 
se zabývá interakcemi mezi polymerem a tenzidem a vlivem těchto interakcí na solubilizovanou 
fluorescenční sondu. 

Pro studium micelárních roztoků byly vybrány 3 fluroescenční sondy, a to 1-naftol, HPTS a 
3HNA. Všechny tři fluorescenční sondy zkoumaly micelizaci známého tenzidu CTAB. Účelem 
tohoto experimentu bylo zjistit, jestli se sondy do micel solubilizují, případně jestli se změní 
emisní charakteristiky jednotlivých fluorescenčních sond po interakci s CTAB. V případě 1-naftolu 
a HPTS bylo zjištěno pomocí stacionární fluorescence, že intenzita neutrální formy fluroescenční 
sondy se zvyšuje v závislosti na koncentraci tenzidu od chvíle, kdy se začínají tvořit v roztoku 
micely. Časově rozlišená fluroescence potvrdila data z měření stacionární fluorescence, protože 
rychlostní konstanta deprotonace klesala s rostoucí koncentrací micel, jakmile se micely začaly 
tvořit. V případě 3HNA nebyl pozorován sigmoidní nárůst intenzity fluorescence jako 
v předchozích dvou případech. Ke zvýšení intenzity fluorescence došlo od prvního přídavku 
tenzidu a intenzita fluorescence rostla v podstatě lineárně. Ke skokovému nárůstu průměrné doby 
života 3HNA došlo také při prvním přídavku tenzidu a doba života se již s dalším přídavkem 
tenzidu neměnila. Vzhledem k povaze dalších experimentů byla 3HNA z výběru sond vyloučena. 
Jak již bylo zmíněno výše, další vhodné sondy jsou 1-naftol a HPTS. Vzhledem ke kombinaci 
stacionárních a časově rozlišených měření byla stanovena pravděpodobná pozice obou sond 
v micelách CTAB. 1-Naftol se pravděpodobně nachází blíže k povrchu micely, takže do dalších 
experimentů byl zvolen právě 1-naftol. 
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Potvrzení předpokládané pozice 1-naftolu v micele C T A B a nyní i v Septonexu probíhalo 
pomocí zhášení fluorescence jodovými (chlorovými) deriváty. Jelikož při použití jodových 
derivátů bylo dosaženo nulové účinnosti zhášení, byl zvolen cetylpyridinium chlorid, který se díky 
své struktuře vnoří do struktury micely. Díky CPC bylo stanoveno, že 1-naftol se v C T A B a 
Septonexu nachází ve Sternově vrstvě, případně na jejím pomezí. 

Díky určení vlastností a pozice 1-naftolu v C T A B a v Septonexu byl dále zkoumán vliv 
hyaluronanu a PSS na emisní vlastnosti této sondy a také bylo využito citlivosti ESPT na výzkum 
interakce polymer-tenzid. Stacionární i časově-rozlišená studie deprotonace l-naftolu ukázala, že 
hyaluronan ovlivňuje prostředí 1-naftolu. Experiment s pyrenem ukázal, že hyaluronan a CTAB 
(Septonex) tvoří agregáty před kritickou micelární koncentrací, nicméně intenzita fluorescence ani 
rychlostní konstanty deprotonace nic podobného neukázaly. To znamená, že l-naftol byl ovlivněn 
přítomností hyaluronanu do té míry, že nešla poznat agregace polymeru a tenzidu před C M C . 
Stejný případ nastal, pokud bylo C T A B nahrazeno Septonexem. V případě Septonexu byl průběh 
velmi podobný a opět nebylo možné pomocí 1-naftolu pozorovat agregaci okolo kritické agregační 
koncentrace. Vzhledem k tomu, že 1-naftol se v Septonexu nachází hlouběji v micele než 
v případě CTAB, ovlivňuje hyaluronan prostředí micely i v tomto případě, tedy ve větší hloubce. 
Ze se 1-naftol nachází hlouběji v micele i v případě agregátu hyaluronan-Septonex, lze usoudit 
z rozdílu rychlostních konstant deprotonace. V případě agregátů hyaluronan-Septonex jsou 
rychlostní konstanty deprotonace nižší než v případě hyaluronan-CTAB. To bylo následně 
potvrzeno výměnou hyaluronanu za PSS, u kterého žádná hydratační vrstva nebyla pozorována. 
V případě PSS byly pozorovány změny intenzity fluroescence a rychlostních konstant deprotonace 
1-naftolu. 

Na závěr lze konstatovat, že hyaluronan obrovskou měrou ovlivňuje vnitřní prostředí micel a 
při další práci s hyaluronanem a koloidy by mělo být počítáno s tím, že prostředí okolí Sternovy 
vrstvy může být hyaluronanem ovlivněno. Tyto výsledky byly publikovány v časopise 
Carbohydrate Polymers [152]. 
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6 MIKROREOLOGIE POMOCI CASOVE-ROZLISENE 
FLUORESCENČNÍ KORELAČNÍ SPEKTROSKOPIE 

Tato kapitola má za účel zjistit, jestli může být fluorescenční korelační spektroskopie použita 
pro měření mikroreologie a nanoreologie a také jaké výhody nebo nevýhody má tato metoda 
v porovnání s klasickou video mikroreologií a mikroreologií pomocí dynamického rozptylu světla. 
Nakonec bylo účelem určit, jestli je některá z metod vhodná pro studium pasivní mikroreologie 
v hydrogelech. 

6.1 Experimentální část 

6.1.1 Přístrojové vybavení 

6.1.1.1 Fluorescenční časově-rozlišená korelační spektroskopie (FLCS) 

Měření probíhala na přístroji MicroTime 200 od společnosti Picoquant s imerzním 
mikroskopem Olympus s objektivem s vodní imerzí. Malé množství vzorku (okolo 30 mL) bylo 
umístěno na krycí sklíčko držáku a vzorek byl ozářen laserem o specifické vlnové délce (510 nm 
pro fluorescenčně značené 100 nm částice a 470 nm pro fluorescenčně značené částice s velikostí 
30 nm). Fluorescenční signál byl usměrněn přes objektiv, dichroické zrcátko a clonku do dělících 
věží, kde byl signál rozdělen na dva x-SPAD detektory, aby mohla být provedena kroskorelace. 

Korelační funkce byla získána kroskorelací dvou nezávislých signálů kvůli rozdělení signálu 
50% zrcátkem. Korelační funkce G(t) byla vypočítána jako [145]: 

C ( , ) " W M < 5 0 ) 

kde / ; a h představují intenzitu fluorescence prvního a druhého detektoru. Pokud budeme 
předpokládat, že lze fluktuace v intenzitě fluorescence převést na fluktuace v koncentraci, může 
být rovnice 50 přepsána jako [145] 

, x fÍPSFÍf)PSF(řV& r(r,t = 6)ócT(r'AcUdi1 

Gif) = ~ t t , , 1 2 <51) 
[čT jPSF(ř)dr] 

kde P S F ( r ) značí rozptylovou funkci (point spread function) a ct představuje koncentraci 
fluoroforu. Pokud má rozptylová funkce Gaussovský tvar, ozářený objem (efektivní objem) může 
být určen pomocí vzorku se známým difuzním koeficientem podle následující rovnice [2]: 
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Jmenovatelé v závorkách rovnice 52 představují rozměry efektivního objemu v kolmém (wxy) a 
rovnoběžném (wz) směru vůči směru laserového paprsku. Určení efektivního objemu (V) 
představuje důležitou část FCS měření. Nesprávná hodnota efektivního objemu vede ke špatným 
hodnotám difuzních koeficientů (D) a koncentrací určených proložením naměřených dat rovnicí 
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1 + — Dř (52. Z mikroreologického hlediska má nesprávná 

hodnota efektivního objemu vliv na tvar závilosti M S D na čase. Příkladem může být závislost 
MSD na čase pro 100 nm částice ve vodě (Obr. 53), kde lze pozorovat rozdíl mezi výše zmíněnou 
závislostí pro správně a nesprávně určený efektivní objem v porovnání s teoretickou hodnotou 
vypočítanou podle rovnice 53: 

MSD = 6Dt (53) 

kde t představuje korelační čas. Difúzni koeficient je možné vyjádřit přes Einstein-Stokesovu 
rovnici a rovnice 53 pak nabývá tvaru: 

MSD= k B ' T -t[m2] (54) 
71 • 7] • dc 

kde ks je Boltzmannova konstanta, T termodynamická teplota, t] dynamická viskozita disperzního 
prostředí a dc představuje průměr sledovaných částic. Pokud máme Newtonskou kapalinu a známe 
dynamickou viskozitu disperzního prostředí a průměr sledovaných částic, můžeme sestavit MSD 
v závislosti na korelačním čase. 

Určení efektivního objemu je možné pomocí tří metod. Skenováním 100 nm částic, 
měřením korelační funkce fluoroforu s přesně známou koncentrací nebo měřením korelační funkce 
fluoroforu se známým difuzním koeficientem. V této práci byla pro kalibraci efektivního objemu 
zvolena poslední ze zmíněných metod, tedy vzorek se známým difuzním koeficientem -
rodamin 6G. Miiller a kol. určili difuzní koeficient rodaminu 6G pomocí dvouohniskové FCS při 
25°C na hodnotu 414+5 um7s [156]. Pokud vezmeme v úvahu změnu difuzního koeficientu s 

teplotou, která činí 2,6% na stupeň [157], při 23°C bude hodnota difuzního koeficientu 
rodaminu 6G 392.5 um 2/s. Proložením korelační funkce rodaminu 6G rovnicí 52 byla získána 

hodnota efektivního objemu =0.831±0.036fL s rozměry =0.265 //m pro rozměr kolmý 

vůči směru laserového paprsku a wz =2.125//m pro rozměr rovnoběžný vůči směru laserového 
paprsku. Kalibrace byla dále testována měřením difuzního koeficientu 100 nm částic, u nichž byl 
pomocí dynamického rozptylu světla zjištěn difuzní koeficient o hodnotě D = 4.03 +0.03 um 2/s. 
Pomocí FCS byl změřen difuzní koeficient s hodnotou D = 4.01 + 0.04um 2/s, což představuje 
dobrou shodu s DLS měřením. 
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Obr. 53 Závislost MSD na čase pro 100 nm fluorescenčně značené částice ve vodě při 
správném a špatném určení efektivního objemu 

Jelikož difúzni koeficient je ve vztahu s M S D podle rovnice 53, můžeme rovnici 52 psát jako: 

Git) = l 
f - v 7 „ V 1 / 2 

3wr 

•MSD 
J 

T 2 
3w, 

•MSD (55) 
j 

Rovnice 55 může být vyřešena analyticky, kdy je skrz kubickou rovnici vyjádřeno MSD: 

MSD- 1 3 -X + 
8 

y9w2yz 9wA

xyJ 

x2 + 
v 3w^ 3wz j 

jc + 1-
1 

Ň2G(tf 
0 (56) 

Řešením rovnice 56 je vždy získán pouze jeden reálný kořen, který je možné použít pro zobrazení 
závislosti MSD na čase. Všechny výpočty byly prováděny v programu M A T L A B . 

Rovnice 56 ale není jediným způsobem, jak lze M S D vypočítat. Pokud uvážíme, že 
3w2 

MSD«—-, pak je možné zanedbat pravou stranu rovnice 55, ze které lze jednoduše vyjádřit 

MSD [145]: 

MSD = -w2 

2 "* 

f 
NG(t) 

(57) 

3wv 

Nicméně použití rovnice 57 má jistá omezení. Pokud je MSD> , pak se u závislosti M S D na 

3w] 
čase projevuje (přibližně od hodnoty MSD odpovídající ~~^~) vychýlení této závislosti od 

teoretických hodnot (Obr. 54). Proto byla v této práci při vyhodnocování využívána jen 
rovnice 56. 
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Obr. 54 Závislost MSD na čase pro 100 nm fluorescenčně značené částice ve vodě při použití 
rovnice 56 a rovnice 57 

6.1.1.1.1 Závislost FCS na indexu lomu 

Kalibrace FCS měření probíhá přes kapku vodu na podložním sklíčku. Od tohoto prostředí je 
tedy závislý tvar konfokálního objemu. Pokud se bude následně měřit vzorek o odlišném prostředí, 
tedy o odlišném indexu lomu, bude se měnit i tvar a velikost konfokálního objemu [158]. Jelikož 
výpočet difuzního koeficientu a rozměrů konfokálního objemu při kalibraci je použit dále pro 
vyhodnocování, mohou změny v prostředí (indexu lomu) vést ke zkreslení výsledných hodnot. Pro 
správnou interpretaci dat je ideální zvolit takové vzorky, které budou indexem lomu co nejblíže 
indexu lomu prostředí použitému při kalibraci, tedy ideálně vodě. 

Z důvodů zmíněných výše byly naměřeny hodnoty indexu lomu pro vodu, 40% a 80% glycerol, 
různě koncentrované vzorky hyaluronanu o různých molekulových hmotnostech 
a v hyaluronanovém hydrogelu. Indexy lomu byly měřeny na standardním Abbeho refraktometru. 
Z Tabulka 6 vyplývá, že se index lomu v hyaluronanových vzorcích téměř rovná vodě a mění se 
pouze zanedbatelně, a to i v případě vzorku s koncentrací 15 g/l hyaluronanu. Odlišný případ 
nastává v případě glycerolu, kde se roztoky glycerolu v porovnání s vodou liší o 0,05 až 0,1. 
V případě hydrogelu hyaluronanu a CTAB se index lomu změnil přibližně o 0,03. Z těchto 
výsledků plyne, že k mírným deformacím konfokálního objemu může docházet u vzorků glycerolu 
a u hydrogelu hyaluronanu. 
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Tabulka 6 Naměřené hodnoty indexu lomu pro vzorky hyaluronanu, vody a glycerolu 

Index lomu 

Molekulová hmotnost HA 90-130 
kDa 500-750 kDa 1500-1750 kDa 

Koncentrace H A [g/l] 

90-130 
kDa 500-750 kDa 1500-1750 kDa 

0,01 1,330 1,330 1,330 

0,1 1,330 1,330 1,330 

1 1,330 1,330 1,330 

3 1,331 1,331 1,331 

5 1,332 1,332 1,332 

7 1,332 1,332 1,332 

10 1,334 1,334 1,334 

15 1,334 1,334 1,334 

Hydrogely H A (10 g/l) + C T A B 1,363 1,363 1,365 

Vzorek voda 40% glycerol 80% glycerol 

Index lomu 1,331 1,388 1,444 

6.1.1.2 Video-mikroreologie 
Pro částice pohybující se pomocí Brownova pohybu v Newtonské kapalině se M S D v čase 

zvyšuje lineárně a difuzní koeficient může být určen ze směrnice následujícího vztahu: 

MSD = 2dDra (58) 

kde d představuje dimenzi, t čas a a je exponent. Pokud jsou známy velikost částice, difuzní 
koeficient a teplota měření, lze pomocí Einstein-Stokesovy rovnice vypočítat viskozitu 
sledovaného materiálu: 

k T 
D = JhL_ ( 5 9 ) 

67TT]RH 

V případě Newtonské kapaliny neroste MSD lineárně a vlastnosti vzorku musí být určeny 
pomocí viskózního a elastického modelu v závislosti na frekvenci. Viskoelastické vlastnosti 
vzorku se určí z obecné Stokes-Einsteinovy rovnice. 

6.1.1.3 Dynamický rozptyl světla 

Měření mikroreologie pomocí DLS bylo prováděno na přístroji Zetasizer Nano ZS s laserem o 
vlnové délce 633 nm. Měření DLS mikroreologie představuje dvoufázový proces: 

a) Měření zeta potenciálu a velikosti částic: 
- Měření zeta potenciálu slouží k zjištění, zda dochází k interakcím mezi částicemi 

a samotným vzorkem. Pro mikroreologická měření je důležité zvolit částice, které 
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neinteragují se zkoumaným vzorkem, aby výsledky odrážely vlastnosti samotného okolního 
prostředí. 

- Měření velikosti částic odhalí, zda dochází ve vzorku ke shlukování částic nebo zda signál 
částic vzorku překrývá signál mikroreologických částic. 

- Pro porovnání byly částice změřeny nejprve v rozpouštědle a poté v samotném vzorku. 
Pokud by se výsledek diametrálně lišil, je třeba zvolit částice s vhodnějším povrchem nebo 
do vzorku přidat větší množství částic, aby byl signál částic intenzivnější. 

b) Měření mikroreologie: 
V případě, že byla potvrzena správná volba mikroreologických částic pomocí měření zeta 
potenciálu a velikosti částic, lze měřit samotnou mikroreologii. Pohyb částic ve vzorkuje 
sledován pomocí laserového paprsku a poté M S D křivky a hodnoty viskozity jsou z pohybu 
vyhodnoceny pomocí softwaru. 

Měření zeta potenciálu ke studiu interakcí mezi vzorkem a 
částicemi 

Měření ZP a velkosti 
sond v rozpouštědle 

Měření ZP měřicích 
sond ve vzorku 

Vyber jiný povrch 
sondy 

Měření velikostík monitorováni rozptylu na částicích a na 
vzorku 

Měření velikostí 
sond ve vzorku 

Přidání měřicích 
sond do vzorku 

Měření velikosti 
(částic) vzorku 

Au D 

Obr. 55 Schéma měření mikroreologie pomocí DLS 

Měření 
mikroreologie 

6.1.1.4 Video-mikroreologie 

Měření videomikroreologie bylo prováděno na optickém mikroskopu N I K O N Eclipse Ci 
s kamerou Canon EOS 550D. 

Připravené vzorky (viz Kapitola 6.1.2) byly před měření aplikovány do speciálně vytvořeného 
mikroskopického sklíčka, kde bylo nutno pomocí krycích sklíček a U V lepidla vytvořit kapsli pro 
nadávkování vzorku. Tato kapsle byla zaplněna vzorkem pomocí pipety Eppendorf (20 um), a 
zabraňovala tak nechtěnému pohybu vzorku na podložním sklíčku. 
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Základem úspěšného zpracování dat a získání kvalitních výsledků je použití mikroskopu, ať už 
klasického optického či fluorescenčního. Nej důležitější součástí měřícího systému je však kamera, 
jejíž kvalita může významně ovlivňovat kvalitu nahraného videa, a tím i výsledky samotné. 
Rozlišení zvolené kamery má vliv na poměr signál/šum. Podstatnou roli hraje i rychlost snímání 
vzorků, která určuje minimální frekvenční rozsah výsledných funkcí. 

Délka pořízeného videa je variabilní a měla by být zvolena vzhledem k rychlosti snímání videa 
a charakteru vzorku. U viskoelastických látek je pohyb částic mnohdy velmi nepatrný a je nutno 
pořídit delší záznam, aby byl i tento velmi pomalý pohyb zaznamenán. Délka získaného videa 
samozřejmě také ovlivňuje rychlost a komplikovanost zpracovávání dat. Uviskózních vzorků, 
mezi které patří Newtonské kapaliny a kde tepelný pohyb probíhá plynule, je vhodné pořízení 
kratšího videa, aby se tak zabránilo zbytečně zdlouhavému procesu zpracovávání dat. 

Použitím klasického optického mikroskopu získáme obraz tmavých částic na světlém pozadí na 
rozdíl od fluorescenčního mikroskopu, kde jsou výstupem světlé částice na tmavém pozadí. Tento 
druhý případ je žádoucí pro zpracovávání získaných videí v IDL softwarů. Pokud však máme k 
dispozici pouze klasický optický mikroskop, pak je možnost videa jednoduše invertovat pro 
získání požadovaného formátu v samotném softwaru. 

Po nahrání kvalitního videa jsou data zpravována pomocí postupů v softwaru IDL. Celý proces 
vyhodnocování dat může být rozdělen do tří základních fází, jak je znázorněno níže: 
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/) Identifikace částice 
Načtení videa do software 
Filtrace pozadí snímků 
Identifikace částic (poloměr, světlost) 
Určení polohy částic v každém snímku 

2) Sledování částic 
Odstranění driftingu (pohyb částice se nejeví náhodný, ale převažuje v jednom 
směru - může vést k zavedení velké chyby měření) 
Vytvoření trajektorií spojením sledovaných bodů 

3) Výstupy 

Výpočet M S D 

6.1.2 Příprava vzorků 

Zásobní roztoky polymerů (hyaluronanu, karboxymethylcelulózy, polyvinylpyrrolidonu 
a albuminu hovězího séra) byly připraveny navážením přesného množství příslušného polymeru a 
jeho kvantitativním převedením do odměrné baňky a doplněním Mil l i -Q vodou po rysku. Takto 
byly připraveny zásobní roztoky hyaluronanu o koncentraci 1, 3, 5, 10 a 20 g/L. Pro měření byl ze 
zásobního roztoku vždy odebrán 1 ml roztoku, ve kterém byly dispergovány 2 ul fluorescenčně 
značených částic. 

Hydrogely hyaluronanu byly připraveny rozpuštěním příslušného množství hyaluronanu 
o molekulové hmotnosti 1500 kDa v 0,15 M NaCL (vznikl tak roztok hyaluronanu o koncentraci 
10 g/l) a přidáním 200 mM roztoku CTAB v poměru 1:1. Před přidáním CTAB byly do roztoku 
hyaluronanu (3 ml) přidány 3 ml fluorescenčně značených částic. Roztok byl po smíchání s CTAB 
ponechán 24 hodin při laboratorní teplotě, až vznikl fázově separovaný gel. 

Hydrogely alginátu a PSS byly připraveny pomocí termoreverzibilního hydrogelu agarózy. 
Vzorky byly připraveny na objem 20 ml, kdy do kádinek bylo převedeno 0,1 g agarózy, voda, 
10 ml fluorescenčně značených částic a navážka polymeru tak, aby byla v roztoku koncentrace 
polymeru 0,1 hm %. Vzorky byly zahřívány na 85°C, což je teplota potřebná pro rozpuštění 
agarózy. Následně byly vzorky převedeny do příslušné formy (nástavce), ve které probíhalo 
měření. 

6.2 Výsledky a diskuse 

6.2.1 Mikroreologie 

6.2.1.1 Newtonské kapaliny 

Jak již bylo zmíněno v předchozí sekci, bylo nejprve potřeba ověřit použitelnost rovnice56. 
Byly použity dvě Newtonské kapaliny. Voda, glycerol a jejich směsi. Změna MSD v čase 
vNewtonských kapalinách nevykazuje elastickou složku, takže MSD roste v čase lineárně. 
Teoretické hodnoty pro vodu, glycerol a jejich směsi byly získány pomocí rovnice 54. 
Při porovnání naměřených a teoretických hodnot MSD v čase (Obr. 57) můžeme tvrdit, že 
rovnice 56 může být použita pro měření se 100 nm částicemi, protože hodnoty naměřené pomocí 
FCS se, co se týče průběhu, shodují v celém rozsahu s teoretickými hodnotami. Mírná odchylka ve 
směru rovnoběžném s průběhem teoretických hodnot pro 40% a 80% glycerol je pravděpodobně 
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způsobena změnou indexu lomu směsí glycerol-voda. Z výsledků je ale patrné, že změna indexu 
lomu způsobí deformaci konfokálního objemu pouze v rozměru wxy, protože odchylka je ve směru 
rovnoběžném s teoretickou hodnotou. V případě DLS je situace podobná, ale rozsah času, ve 
kterém je M S D možno měřit, není tak široký jako v případě FCS. U klasické mikroreologie lze 
pozorovat, že se křivky neshodují s teoretickými závilostmi. Důvodem je především velikost 
částic, protože vyhodnocení videomikroreologie 100 nm částic spoléhá na záznam pohybu částic 
na videu a software není schopný pohyb tak malých částic přesně vyhodnotit. Z tohoto porovnání 
tedy vyplývá, že videomikroreologie nemůže být použita pro zkoumání viskoelastických vlastností 
pomocí 100 nm částic, ale může být použito FCS a DLS. Z těchto dvou metod se jako 
nej perspektivnější jeví FCS, a to díky nejdelšímu časovému rozsahu. 

1E+03 n 1 

1E-07 4— — — — — — — , — —r— —I 

1E-07 1E-06 1E-05 1E-04 1E-03 1E-02 1E-01 1E+00 1E+01 1E+02 
Time (s) 

Obr. 57 Závislost MSD na čase pro 100 nm fluorescenčně značené částice ve vodě, 40% 
glycerolu a 80% glycerolu 

6.2.1.2 Mikroreologie 100 nm částic v roztocích hyaluronanu měřených pomocí 
FCS a DLS 

Jako Newtonské kapaliny byly použity roztoky polymeru hyaluronanu, a to především kvůli 
relativně vysoké viskozite při nízkých koncentracích a zároveň se zanedbatelnou změnou indexu 
lomu (viz kapitola 6.1.1.1.1). Dále se tato kapitola zabývá vlivem molekulové hmotnosti a 
koncentrace hyaluronanu na MSD a je diskutována použitelnost FCS a DLS pro měření 
mikroreologie polymerních systémů pomocí 100 nm částic. 

6.2.1.2.1 Vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na MSD 

Při stejné koncentraci jednotlivých vzorků by zvyšující se molekulová hmotnost měla mít za 
následek zvýšení viskozity, tedy i zpomalení difúze 100 nm částic. Zvyšování viskozity by mělo 
vést k odchýlení naměřených MSD hodnot od teoretických, a to v rovnoběžném směru, jak tomu 
bylo ukázáno v případě porovnání měření vody a směsí glycerolu. Nicméně se zde jedná o 
neNewtonské kapaliny, takže by mělo být také pozorováno viskoelastické chování. 
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Z Obr. 58a plyne, že 100 nm částice se vhyaluronanu o koncentraci 0,01 g/l pohybují téměř 
shodně jako ve vodě, což platí pro všechny 3 použité molekulové hmotnosti. Lze pozorovat pouze 
malé zakřivení vypočítaných MSD křivek v čase okolo 1 • 10"2 s. Do této doby se jednotlivé křivky 
prakticky shodují s teoretickou hodnotou pro vodu. To znamená, že i při takto zředěném roztoku se 
viskoelastické vlastnosti, i když v malé míře, projevují. Navíc se viskoelasticita více projevuje u 
vzorku s nej vyšší molekulovou hmotností. Podle experimentální části výše a porovnání 
mikroeologie vody a roztoků glycerolu by se mohlo zdát, že takto nepatrné odchýlení od teoretické 
hodnoty pro rozpouštědlo by mohlo být způsobeno změnou indexu lomu roztoků hyaluronanu. 
Nicméně index lomu jednotlivých vzorků se shoduje s indexem lomu vody, takže k deformaci 
konfokálního objemu nedochází a tvary MSD křivek jsou určeny viskoelastickým chováním a 
rostoucí molekulovou hmotností. 

Zajímavé je, že výše popsané platí pouze pro měření pomocí FCS. Při zkoumání DLS výsledků 
je patrné, že data určená pomocí DLS končí u hodnoty 1 • 10"3 s, takže lze pozorovat pouze ten úsek 
závislosti, kde data kopírují závislost M S D prostředí. Nicméně data z DLS v tomto případě 
kopírují FCS data, což naznačuje použitelnost obou metod. 

a) 
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Obr. 58 Závislost MSD na čase pro 100 nm fluorescenčně značené částice v roztocích 
hyaluronanu o různé molekulové hmotnosti a koncentraci a) 0,01 g/l a b) 1 g/l 
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Při vyšší koncentraci hyaluronanu jsou patrné větší rozdíly v jednotlivých molekulových 
hmotnostech. V předchozím případě se viskoelasticita jednotlivých vzorků projevila až okolo času 
1 TO"2 s. Při zvýšení koncentrace vzorků na 1 g/l se viskoelasticita projevuje již v čase okolo 1 TO" 

3 s (Obr. 58b). Stejně jako u koncentrace 0,01 g/l, tak i u této koncentrace lze sledovat rozdíly mezi 
jednotlivými molekulovými hmotnostmi. Podle předpokladů roste viskozita s rostoucí 
molekulovou hmotností jednotlivých vzorků. Nicméně zakřivení M S D křivky naznačující 
viskoelastické chování je patrné až u vysokomolekulárního hyaluronanu. To znamená, že je 
potřeba vyšší koncentrace, abychom mohli pozorovat výrazné viskoelastické chování roztoků 
hyaluronanu. Tato data nicméně již ukazují, že je možné FCS použít pro měření mikroreologie. 

Při srovnání DLS měření s FCS lze pozorovat odchylky dat DLS od FCS měření. Odchylky 
rostou s rostoucí molekulovou hmotností. Z principů obou metod plyne, že odchylky budou 
způsobeny u DLS metody, protože u DLS dochází k rozptylu světla nejen na 100 nm částicích, ale 
i na řetězci polymeru. Tedy předpokladem je, že čím víc polymeru v roztoku bude, tím větší bude 
odchylka. FCS pozoruje pouze fluorescenční částice, takže signál není ovlivněný přítomností 
polymeru. 

6.2.1.2.2 Vliv koncentrace hyaluronanu na MSD 

V předchozí kapitole bylo ukázáno, že FCS i DLS mohou být použity pro měření 
mikroreologie. Jak ale ukazuje Obr. 59, v roztocích polymerů se M S D určené pomocí FCS a DLS 
s rostoucí koncentrací více odchyluje. Nej větší rozdíl panuje u nej koncentrovanější ho vzorku, kde 
u M S D určeného pomocí DLS nelze najít viskoelastickou závislost (data jsou zašumněná). U 
koncentrovaných roztoků dochází k rozptylu nejen na polystyrénových částicích, ale i na 
polymerním klubku, které znemožní určení M S D polystyrénových částic. U zředěných roztoků se 
jako důvod odchylek u DLS nabízí vliv rozptylu na řetězcích polymeru, kde není ovlivnění MSD 
tak značné jako u koncentrovaných roztoků a v podstatě se M S D určené pomocí DLS shodují 
s MSD určenými pomocí FCS. Zvýše popsaného tedy plyne, že pro koncentrované roztoky 
polymeru (případně i gely) nebude metoda DLS vhodná, protože bude ovlivněna rozptylem na 
řetězcích či klubcích polymeru, kdežto FCS sleduje pouze difundující fluorescenční částice. 

Viskoelastické vlastnosti jsou patrnější s rostoucí koncentrací a lze pozorovat předpokládaný 
nárůst viskozity opět s rostoucí koncentrací. Nejvýraznější změnu oproti teoretické hodnotě pro 
vodu (byla použita pro srovnání s roztoky hyaluronanu, protože tuto teoretickou hodnotu pro 
rozpouštědlo nesmí závislosti MSD překročit - měření by nedávalo smysl) představuje 
samozřejmě nej koncentrovanější vzorek. Na průběhu MSD křivky pro roztok o koncentraci 10 g/L 
je patrné, že se průměrně po dobu pozorování po nějaký čas částice nehýbaly a prodíraly se 
polymerním klubkem. I to může značit změnu konformace polymeru z nataženého řetězce na 
polymerní klubko. Tato úvaha vychází z předchozího výzkumu, kde jsme již zkoumali pomocí 
videomikroreologie změnu konformace hyaluronanu a ta se začíná měnit okolo 5 g/L [151]. 
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Obr. 59 Závislost MSD na čase pro 100 nm fluorescenčně značené částice v roztocích 
vysokomolekulárního (1500 kDa) hyaluronanu měřená pomocí DLS a FCS 

Na výše zmíněných výsledcích bylo ukázáno, že fluorescenční korelační spektroskopie může 
být použita jako prostředek pro zkoumání pohybu 100 nm částic v různě koncentrovaných 
roztocích hyaluronanu. Nicméně účelem této kapitoly je vývoj metody pro mikroreologické 
měření v hydrogelových systémech pomocí FCS. Výše je uvedeno, že 100 nm částice a FCS jsou 
použitelné pro mikroreologické měření, ale už měření při koncentraci 10 g/l dosahuje své limity. 
Proto je další část práce věnována měření FCS s 30 nm částicemi. 

6.2.2 Nanoreologie 

Nanoreologie se svojí metodou nijak neliší od použití 100 nm nebo 300 nm částic pomocí FCS, 
nicméně kvůli velikosti použitých částic a faktu, že pohyb 30 nm částic nemůžeme zachytit 
klasickým mikroskopem používaným pro mikroreologii, můžeme tuto metodu nazývat 
nanoreologie. 

6.2.2.1 Newtonské kapaliny 

Stejně jako v případě 100 nm částic, tak i u 30 nm částic muselo být nejdříve ověřeno, jestli je 
rovnice 56 použitelná i pro takto malé částice. Stejně jako v předchozím případě byla i nyní 
použita voda, 40% glycerol a 80% glycerol. Teoretické hodnoty byly opět získány pomocí 
rovnice 54. I v případě 30 nm částic se hodnoty získané pomocí rovnice 56 shodují s teoretickými 
hodnotami. Můžeme tedy říci, že rovnice 56 je použitelná i pro 30 nm částice. Mírná odchylka ve 
směru rovnoběžném s průběhem teoretických hodnot pro 80% glycerol je pravděpodobně 
způsobena změnou indexu lomu směsí glycerol-voda (kapitola 6.1.1.1.1). Při porovnání 30 nm a 
100 nm částic lze pozorovat, že pro glycerol jsou odchylky od teoretických hodnot větší při použití 
100 nm částic než při použití 30 nm částic. Tento rozdíl může být způsoben odchylkou při 
stanovení efektivního objemu (viz sekce 6.1.1.1). Další možností je, že použití různě velkých 
částic je jinak ovlivněno změnou indexu lomu. V případě DLS je situace podobná, ale rozsah času, 
ve kterém je M S D možno měřit, není tak široký jako v případě FCS. Dynamický rozptyl světlaje 
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svým použitím při sledování částic podobný FCS, takže i 30 nm částice lze touto metodou 
pozorovat. Jak již bylo zmíněno výše, u videomikroreologie již nejsme schopni 30 nm částice 
pozorovat, takže budeme opět srovnávat pouze metody FCS a DLS. 
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Obr. 60 Závislost MSD na čase pro 30 nm fluorescenčně značené částice ve vodě, 40% 
glycerolu a 80% glycerolu 

6.2.2.2 Nanoreologie 30 nm částic v roztocích hyaluronanu 

Při srovnání M S D v závislosti na čase měřených pro zředěné roztoky vysokomolekulárního 
(1,5 MDa) hyaluronanu pomocí FCS a DLS je patrné, že M S D měřené pomocí obou metod se 
rozchází. Nízké koncentrace hyaluronanu byly na začátek zvoleny kvůli předpokladu, že u metody 
rozptylu světla budou u vyšších koncentrací hyaluronanu výsledky ovlivněny rozptylem světla na 
řetězcích nebo klubcích hyaluronanu. Z grafu níže to vypadá (Obr. 61), že DLS metoda je 
ovlivněna již v nízkých koncentracích polymeru rozptylem světla na řetězcích polymeru. 
Důvodem je, že FCS metoda sleduje pouze fluorescenčně značené částice, ale DLS metoda sleduje 
rozptyl na jakýchkoli částicích (v tomto případě i řetězcích polymeru). Z toho důvodu budou dále 
diskutovány pouze výsledky získané metodou FCS. 
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Obr. 61 Závislost MSD na čase pro 30 nm fluorescenčně značené částice v roztocích 
hyaluronanu měřené pomocí FCS a DLS 

6.2.2.2.1 Vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu 

Stejně jako v případě 100 nm částic, tak při stejné koncentraci jednotlivých vzorků by zvyšující 
se molekulová hmotnost měla mít za následek zvýšení viskozity, tedy i zpomalení difúze 30 nm 
částic. Zvyšování viskozity by mělo vést k odchýlení naměřených MSD hodnot od teoretických, 
a to v rovnoběžném směru, jak tomu bylo ukázáno v případě porovnání měření vody a směsí 
glycerolu. Nicméně se zde jedná o neNewtonské kapaliny, takže by mělo být také pozorováno 
viskoelastické chování. Nicméně jde o více než třikrát menší částice, takže se ve stejně 
koncentrovaných roztocích hyaluronanu budou pohybovat 30 nm částice rychleji v porovnání se 
100 nm částicemi, takže je i větší pravděpodobnost, že během pozorování pohybu částic dojde 
k bránění pohybu částic řetězci polymeru. 

Z Obr. 620br. 58a plyne, že 30 nm částice se v hyaluronanu o koncentraci 0,01 g/l 
a molekulové hmotnosti 90 kDa pohybují téměř shodně jako ve vodě. Nicméně pro vyšší 
molekulové hmotnosti o stejné koncentraci, tedy 0,1 g/L, lze pozorovat viskoelastické chování. 
Lze pozorovat pouze zakřivení vypočítaných M S D křivek v čase okolo 110"2 s. Do této doby se 
jednotlivé křivky prakticky shodují s teoretickou hodnotou pro vodu. To znamená, že i při takto 
zředěném roztoku se viskoelastické vlastnosti hyaluronanu projevují a projevují se výrazněji než 
při použití větších částic. I v tomto případě byly měřeny indexy lomu jednotlivých vzorků 
a naměřené indexu lomu se zanedbatelně odlišovaly od indexu lomu vody, takže nedocházelo 
k deformaci konfokálního objemu vlivem indexu lomu. 

Při vyšší koncentraci hyaluronanu jsou patrné větší rozdíly v jednotlivých molekulových 
hmotnostech. V předchozím případě se viskoelasticita jednotlivých vzorků projevila až okolo času 
1 • 10"2 s. Jelikož při použití 100 nm částic v hyaluronanu o koncentraci 10 g/L docházelo k bránění 
pohybu částic řetězcem, a jelikož cílem této metody je studium nanoreologie hydrogelů, byla dále 
zvolena koncentrace hyaluronanu 10 g/L. Při zvýšení koncentrace vzorků na 10 g/l se 
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viskoelasticita projevuje již v čase okolo 110"3 s (Obr. 62b). Stejně jako u koncentrace 0,01 g/l, 
tak i u této koncentrace lze sledovat rozdíly mezi jednotlivými molekulovými hmotnostmi. Podle 
předpokladů roste viskozita s rostoucí molekulovou hmotností jednotlivých vzorků. Nicméně 
zakřivení MSD křivky naznačující viskoelastické chování není patrné u molekulové hmotnosti 
90 kDa, ale je již znatelné pro molekulové hmotnosti 500 kDa a 1500 kDa. Při srovnání MSD 
křivky pro 100 nm a 30 nm částice o koncentraci 10 g/L a vysokomolekulárni hyaluronan je 
patrné, že pohyb 30 nm částic není tak bráněn jako v případě 100 nm částic. Toto srovnání 
naznačuje použitelnost jednotlivých částic v hydrogelech. Vzhledem k průběhu závislosti pohybu 
100 nm částic na čase je patrné, že pohyb 100 nm částic bude velmi těžko detekovatelný 
v hydrogelech hyaluronanu, kdežto u 30 nm částic je stále prostor pro pozorování jejich pohybu ve 
vyšších koncentracích polymeru a pravděpodobně i v hydrogelových systémech. 

1E-07 1E-05 1E-03 1E-01 1E+01 
Time (s) 

Obr. 62 Závislost MSD na čase pro 30 nm fluorescenčně značené částice v roztocích 
hyaluronanu o různé molekulové hmotnosti a koncentraci a) 0,1 g/l a b) 10 g/l 
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6.2.2.2.2 Vliv koncentrace hyaluronanu na MSD 

V předchozí kapitole bylo zmíněno, že při použití 30 nm částic je stále prostor pro zvyšování 
koncentrace polymeru, aniž by byly při měření pozorovány v podstatě nehybné částice. 
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Obr. 63 Závislost MSD na čase pro 30 nm částice v roztocích vysokomolekulárního 
hyaluronanu o různých koncentracích 

Obr. 63 zobrazuje pohyb částic v různě koncentrovaných roztocích vysokomolekulárního 
hyaluronanu s rostoucí koncentrací hyaluronanu. Z grafu je patrný typický posun jednotlivých 
závislostí k nižším hodnotám MSD kvůli zvyšující se koncentraci hyaluronanu, a tedy rostoucí 
viskozity roztoků. Tento posun je doprovázen změnou ve viskoelastických vlastnostech 
hyaluronanu. V roztocích hyaluronanu o koncentraci 1 g/l a 3 g/l není 30 nm částicím nijak 
významně bráněno, což se projevuje tím, že nelze pozorovat žádné významné zakřivení těchto 
dvou závislostí. Spíše lze pozorovat rovnoběžnou závislost s teoretickými hodnotami pro vodu. To 
znamená, že vlivem posunu jednotlivých závislostí k nižším M S D mají tyto vzorky vyšší 
viskozitu, ale řetězce polymeru netvoří žádnou významnou překážku pro fluorescenční částice. Od 
koncentrace 5 g/l se v M S D závislostech začínají více projevovat viskoelastické vlastnosti 
jednotlivých vzorků. S dále rostoucí koncentrací hyaluronanu se viskoelastická složka projevuje 
čím dál větší měrou. 

Výrazný viskoelastický projev je způsoben právě přechodem řetězců polymeru z nataženého 
řetězce na polymerní klubko. Výsledky FCS nanoreologie potvrzují výsledky zkoumání změny 
konformace hyaluronanu pomocí videomikroreologie [154]. Důležitým faktem je, že roztoky 
hyaluronanu tvoří vysoce viskózni roztoky při nízkých koncentracích, což představuje důvod, proč 
byl hyaluronan pro vývoj této metody vybrán (vysoká viskozita a neměnný index lomu). Přesně 
takovým případem je hyaluronan o koncentraci 20 g/l, což představuje pouze 2% roztok 
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hyaluronanu. Při této nízké koncentraci má hyaluronan již konzistenci gelu a pomocí jiných metod 
je velmi obtížné mikroprostředí uvnitř gelu definovat. Dále také stojí za zmínku, že 2% hyaluronan 
je velmi obtížné měřit pomocí klasické videomikroreologie, protože 1 mm částice se v takovém 
prostředí téměř nehýbou a takové pozorování v mikroreologii nemá smysl. V takovém případě se 
musí použít externí síly, aktivní mikroreologie, aby se částice mohly pohybovat. Nicméně z výše 
popsaných pozorování plyne, že pomocí FCS a 30 nm částic můžeme pozorovat pasivní 
mikroreologii částic i v prostředí podobnému gelu, případně přímo hydrogelu. 

6.2.2.3 Nanoreologie hydrogelu 

Předchozí kapitoly popisovaly pohyb fluorescenčně značených částic o různé velikosti částic, 
různé molekulové hmotnosti použitého polymeru a různé koncentraci polymeru. Z těchto 
pozorování vyplynulo, že pro výzkum mikroprostředí hydrogelu se jeví nejlépe 30 nm 
fluorescenčně značené částice, které byly dále použity pro hydrogely. 
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Obr. 64 Závislost MSD na čase pro 30 nm částice v roztocích vysokomolekulárního 
hyaluronanu o různých koncentracích a v hydrogelu 

Samotný hylauronan o koncentraci 20 g/L vykazuje konzistenci podobnou gelu. Nicméně 
u koncentrovaného roztoku hyaluronanu jde o propletené řetězce polymeru a u hydrogelu 
hyaluronanu jde o síť vzniklou interakcí polymeru a tenzidu o opačném náboji. Mikroprostředí 
roztoku hyaluronanu a hydrogelu se bude tedy lišit a 30 nm částice budou procházet prostředím 
rozdílně. Obr. 64 znázorňuje rozdíl pohybu mezi různě koncentrovanými roztoky hyaluronanu 
ahydrogelem hyaluronanu. U roztoků hyaluronanu s rostoucí koncentrací je možné pozorovat 
posun křivek vlivem rostoucí viskozity a viskoelastické složky, jako to bylo popsáno v kapitole 
výše. Nicméně nanoreologie hydrogelu vykazuje typický průběh závislosti MSD na čase pro 
hydrogel. V nízkých časech roste MSD lineárně v závislosti na čase a tato oblast znázorňuje 
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mikroviskozitu prostředí okolí částic. Červený rámeček na Obr. 64 znázorňuje zpomalený pohyb 
částic, které se prodírají hydrogelovou strukturou. Jakmile se částice opět mohou volně pohybovat, 
MSD roste rychleji. 
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Obr. 65 Srovnání MSD v závislosti na čase pro hydrogel hyaluronanu a gely připravené 
chemickou metodou (Alginát a PSS) 

Na Obr. 64 bylo ukázáno, že 30 nm částice mohou být použity pro studium hydrogelů 
hyaluronanu, které byly připraveny fyzikální interakcí polymeru a tenzidu s opačnými náboji. Obr. 
65 ukazuje použití nanoreologie v hydrogelech, které jsou připraveny chemickou metodou. Křivky 
se liší podle toho, v jakém mikroprostředí se částice pohybují a jak je hustá síť, na kterou částice 
narážejí. V případě chemicky připravených gelů se také projevil zpomalený pohyb částic při 
průchodu gelovou sítí, což naznačuje, že pasivní nanoreologie je použitelná i v chemicky 
připravených gelech. 

6.3 Závěr 

V této kapitole byla představena metoda fluorescenční korelační spektroskopie, která byla 
použita pro měření pasivní mikroreologie. Použitelnost této metody byla stanovena měřením 
změny MSD v závislosti na čase pro Newtonské kapaliny. MSD se v těchto případech má měnit 
lineárně v závislosti na čase, což bylo potvrzeno pro obě velikosti částic (100 nm a 30 nm) 
ve všech zkoumaných prostředích (voda a směsic voda-glycerol). Měření Newtonských kapalin 
bylo srovnáno s dalšími mikroreologickými metodami, DLS a videomikroreologií. 
Videomikroreologie nebyla v podstatě použitelná pro jakékoli měření už se 100 nm částicemi, 
protože mikroskop nedokázal dostatečně zaznamenat dráhu nanometrových částic, takže při 
výpočtu MSD docházelo k výrazným odchylkám od spočítaných teoretických hodnot. Nicméně 
DLS vykazovalo téměř shodný trend s FCS a teoretickými hodnotami, a to jak pro 100 nm částice, 
tak i 30 nm částice, takže DLS mohlo být dále také použito pro měření neNewtonských kapalin. 

Co se týče použitelnosti této metody a různé velikosti částic v neNewtonských kapalinách, tak 
pro charakterizaci pasivní (nano)mikroreologie pomocí FCS byl zvolen hyaluronan kvůli 
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zanedbatelným změnám indexu lomu roztoků hyaluronanu vůči vodě a kvůli viskozite roztoků 
i v nízkých koncentracích hyaluronanu. Nejprve byly zkoumány roztoky hyaluronanu pomocí 
100 nm částic, kdy byl zkoumán vliv molekulové hmotnosti a koncentrace na MSD. Podle 
předpokladu se viskoelastické vlastnosti projevovaly více u vyšších molekulových hmotností 
a také u roztoků s vyšší koncentrací. Dále bylo potvrzeno proplétání řetězců hyaluronanu 
u koncentrace okolo 5 g/L, což vede k výrazné změně tvaru MSD závislosti na čase, tedy k nárůstu 
viskoelastické složky. Nicméně u koncentrace hyaluronanu okolo 10 g/L bylo pozorováno výrazné 
zpomalení pohybu 100 nm částic, takže měření ve více koncentrovaných polymerech by mohlo být 
problematické. Proto bylo v dalších experimentech přistoupeno k použití 30 nm částic. 
Při srovnání FCS a DLS byla nalezena výrazná odchylka mezi oběma metodami. Tato odchylka 
byla způsobena u DLS, protože z principu metody plyne, že nebyl sledován pouze pohyb 
polystyrénových částic, ale také byl sledován rozptyl na řetězcích polymeru. Tato odchylka 
se zvětšovala s rostoucí koncentrací polymeru. Z toho plyne, že DLS nemůže být použito jako 
důvěryhodná metoda pro měření mikroreologie koncentrovaných polymerů nebo gelů. 

Pomocí 30 nm částic byl také zkoumán vliv molekulové hmotnosti a koncentrace polymeru. 
Tyto experimenty vedly logicky ke stejným závěrům jako v případě 100 nm částic (zvyšující se 
viskozita a viskoelastická složka s rostoucí molekulovou hmotností polymeru a s rostoucí 
koncnetrací polymeru). Nicméně pomocí 30 nm částic byly zkoumány i koncentrovanější roztoky 
než v případě 100 nm částic. Jako nejkoncentrovaněji roztok byl použit hyaluronan o koncentraci 
20 g/L, který má již konzistenci podobnou gelu. Z výsledků plyne, že i v takto koncentrovaném 
roztoku mohl být vliv M S D v závilosti na čase zaznamenán, aniž by bylo pohybu částic kompletně 
bráněno (byla by vidět pouze konstantní hodnota MSD v závislosti na čase), proto byly 30 nm 
částice dále využity pro studium gelů. 

Účelem této kapitoly byl právě vývoj metody pasivní nanoreologie pro výzkum mikroprostředí 
hydrogelu. Výše zmíněné experimenty vedly optimalizaci FLCS metody až k použitelnosti této 
metody pro studium gelů. V případě hydrogelu byla pozorována typická změna MSD v závislosti 
na čase (S-křivka s přechodem z volného pohybu do stavu, kdy se částice prodírá gelem až zase do 
stavu volného pohybu). Z toho plyne, že nanoreologie může být použita pro výzkum pasivní 
nanoreologie hydrogelu, tedy bez použití jakéhokoli jiného vnějšího zásahu. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLU 
P A L 

C M C 

C A C 

CTAB 

CTAC 

SDS 

Triton X-100 

PVP 

TCSPC 

EmPI 

X 

SO 

S* 

T* 

[A] 

[A*] 

r 

/ 

G 

povrchově aktivní látky 

kritická micelární koncentrace 

kritická agregační koncentrace 

cetyltrimethylamonium bromid 

cetyltrimethylamonium chlorid 

dodecyl síran sodný 

polyoxyethylen(9,5 )oktylfenol 

poly(vinylpyrrolidonu) 

time-correlated single photon counting 

emisní polaritní index 

rychlost zářivého přechodu 

rychlost nezářivého přechodu 

kvantový výtěžek fluorescence 

doba života excitovaného stavu 

přírodní doba života 

vlnová délka 

základní singletová hladina 

excitovaný singlet 

excitovaný triplet 

koncentrace látky A 

koncentrace látky A v excitovaném stavu 

anizotropie fluorescence 

intenzita fluorescence při paralelní orientaci polarizátoru 

intenzita fluorescence při vertikální orientaci polarizátoru 

G faktor 

citlivost emisního kanálu pro vertikálně orientovanou komponentu 

citlivost emisního kanálu pro horizontálně orientovanou komponentu 

vertikálně polarizovaná intenzita fluorescence 
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V H horizontálně polarizovaná intenzita fluorescence 

r° počáteční anizotropie 

r<K limitní anizotropie 

^ rotační korelační čas 

F intenzita fluorescence v přítomnosti zhášeče 

FO intenzita fluorescence v nepřítomnosti zhášeče (polymeru) 

k 
q rychlostní konstanta zhášení 
0 doba života fluoroforu bez přítomnosti zhášeče 

[Q] koncentrace zhášeče 

D Stern-Volmerova konstanta zhášení 

q objem zhášecí sféry 

^ a Avogadrova konstanta 

Ks konstanta stability nefluorescentního komplexu = Stern-Volmerova 

konstanta statického zhášení tvorbou nefluorescentního komplexu 
r rychlost vyhasínání fluorescence v nepřítomnosti zhášeče 

x celková koncentrace tenzidu 

A i horní limita sigmoidní křivky 

A2 dolní limita sigmoidní křivky 

xo inflexní bod sigmoidní křivky 

A* gradient sigmoidní křivky 

[S] koncentrace tenzidu 

N 
s s agregační číslo určené pomocí stacionární metody 

C poměr koncentrace zhášeče a micel 

^ D agregační číslo určené pomocí časově-rozlišené metody 

F(0) intenzita fluorescence v čase 0 
F(t) intenzita fluorescence v čase t 

F o x intenzita fluorescence při vzrůstající koncentraci polymeru 
p 

0 0 intenzita fluorescence při limitní koncentraci polymeru 

koncentrace polymeru 
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K vazebná konstanta 

h frakce vázané fluorescenční sondy 

F 

f frakce volné fluorescenční sondy 

r* anizotropie při vzrůstající koncentraci polymeru 
T 

f anizotropie volné sondy 

ľ h anizotropie vázané sondy 

R poměr kvantových výtěžků volné a vázané sondy 

w časová konstanta kolíbavého pohybu 

L časová konstanta laterální difúze 

M časová konstanta rotace micely 

S prostorové omezení pohybu 
a relativní amplituda 
D< difuzní koeficient translační difúze 

^ w difuzní koeficient rotačního pohybu 

Ĺ Ĺ' 
' , h korekční faktor pro nesférické molekuly 
( A \ . . H 3 O + ) V , , 
v > rozčleněny par 
^ r e c rychlostní konstanta rekombinace 

^ P T rychlostní konstanta deprotonace 

k 
d i s s rychlostní konstanta disociace rozčleněného páru 

&JH+1 
L J w zpětná protonace excitovaného stavu 

k 
A rychlostní konstanta vyhasínání excitované molekuly A * 

E S I P T intramolekulární deprotonace v excitovaném stavu 

E S P T intermolekulární deprotonace v excitovaném stavu 

3 H N A 3-hydroxy-2-naftolová kyselina 

F H C 2-(2' -furyl)-3 -hydroxychromon 

P V A polyvinyl alkohol 

T R E S časově-rozlišené emisní spektrum 

T R A N E S časově-rozlišené přes plochu normalizované emisní spektrum 
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HPTS 

MPTS 

AOT 

Iss W 

K M C 

FCS 

FLCS 

PSF 

MSD 

DLS 

l-hydroxy-3,6,8-pyrentrisulfonová kyselina 

l-metoxy-3,6,8-pyrentrisulfonová kyselina 

aerosol OT 

intenzita fluorescence v určitém čase po excitaci při určité emisní 
vlnové délce 

intenzita fluorescence při určité emisní vlnové délce 

normalizovaná intenzita fluorescence v určitém čase po excitaci při 
určité emisní vlnové délce 

plocha pod křivkou v čase ř = 0 

plocha pod křivkou v čase t = t 

Karboxymethyl celulóza 

Fluorescenční korelační spektroskopie 

Casově-rozlišená fluorescenční korelační spektroskopie 

Rozptylová funkce (point spread function) 

Střední posuv částic 

Dynamický rozptyl světla 
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Obr. 19 Schéma tvorby MSD 

Obr. 20 Schéma obecného principu FCS 

Obr. 21 Přiklad odstranění rozptýleného světla pomocí FLCS 

Obr. 22 Autokorelační funkce intenzity rozptýleného záření v logaritmické podobě [38] 

Obr. 23 Závislost emisního polaritního indexu na koncentraci tenzidu (osa x je zobrazena 
v logaritmickém měřítku) [41] 

Obr. 24 Schématické zobrazení pyrenových derivátů, zhášečů a jejich předpokládané pozicei ve 
fosfolipidové dvojvrstvě [5] 

Obr. 25 Modely molekulární dynamiky nesférických molekul v mi cele. Model 1: Molekula těsně 
vázaná na micelu. Model 2: Molekula volně rotující v micele. Model 3: Rotace 
molekuly je omezena na „kolíbání" v omezeném prostoru micely. Model 4: Rotace 
molekuly je omezena, ale probíhá volná translační difúze [96], [97] 

Obr. 26 Nahoře: a) Iontová b) neiontová micela. Dole: Schéma nevratné deprotonace 
v excitovaném stavu [84] 

Obr. 27 Schématické znázornění solvatace v excitovaném stavu 1-naftolu při přenosu 
protonu [119] 

Obr. 28 a) Časově rozlišená emisní spektra b) časově rozlišená přes plochu normalizovaná emisní 
spektra 2-naftolu v pufru [133] 

Obr. 29 Schéma j ednopaprskového spektrofluorimetru HORIBA Jobin Yvon 

Obr. 30 Schéma instrumentace pro časově rozlišenou fluorescenci [4] 

Obr. 31 Schéma UV-VIS spektrofotometru 

Obr. 32 Závislost [Fx — F0]/[FX — F0] na reciproké koncentraci PVP a BSA monitorující 

ESIPT emisi 3HNA (30 umol/L) 

Obr. 33 Závislost hodnot anizotropie na koncentraci polymerů. Vložený graf značí závislost, ze 
které byla počítána vazebná konstanta 

Obr. 34 Závislost [Fx — F0]/[FX — F0] na reciproké koncentraci HyA a K M C monitorující 

ESIPT emisi 3HNA (30 umol/L) 

Obr. 35 Závislost hodnot anizotropie na koncentraci polymerů 

Obr. 36 Porovnání vyhasínacích křivek 3HNA bez a v přítomnosti polymeru. Osa x je zobrazena 
jako kanál (1 kanál představuje 0,22 ns pro 1 exponenciální pokles a 0,11 ns pro 2 
exponenciální pokles) kvůli jednoduššímu srovnání obou tvarů obou křivek. 

Obr. 37 Závislost intenzity neutrální formy naftolu (A = 350 nm) a EmPI na koncentraci tenzidu 

Obr. 38 Emisní spektra 1-naftolu ve vodě (- -), 6 mM CTAB (- • -) a v 80% směsi methanol-voda 
(...) 

Obr. 39 Závislost intenzity neutrální formy HPTS ( A = 420nm) a EmPI na koncentraci tenzidu 

119 



Obr. 40 Emisní spektra HPTS ve vodě (- -), 6 mM C T A B (- • -) 

Obr. 41 Závislost intenzity aniontové formy 3HNA (A = 510nm) a EmPI na koncentraci tenzidu. 
Vložený graf znázorňuje emisní spektra 3HNA ve vodě a v micelách CTAB. 

Obr. 42 Závislost intenzity neutrální formy naftolu ( Ä = 350nm) na koncentraci tenzidu 

Obr. 43 Emisní spektra 1-naftolu ve vodě (- -), 6 mM Septonexu (•••) a v 80% směsi methanol-
voda (—) 

Obr. 44 Emisní data pro zhášení pyrenu v CTAB pomocí jodidu draselného, 3 jodpropanové 
kyseliny a fenyljodidu, koncentrace CTAB byla konstantní 

Obr. 45 Emisní data pro zhášení 1-naftolu v CTAB pomocí KI, 3-jodpropanové kyseliny, 
jodbenzenu a CPC, koncentrace CTAB byla konstantní 

Obr. 46 a) Titrace systémů 1-naftol, naftol-hyaluronan, naftol-PSS a pyrene-hyaluronan pomocí 
CTAB. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu (350 nm). 
b) Závislost normalizované intenzity fluorescence neutrální a aniontové formy 
1-naftolu na koncentraci CTAB 

Obr. 47 Titrace systémů 1-naftol, naftol-hyaluronan, naftol-PSS a pyrene-hyaluronan pomocí 
CTAB. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu (350 nm) 

Obr. 48 a) TRES 1-naftolu v 0,5 mM C T A B v přítomnosti hyaluronanu, b) TRANES 1-naftolu v 
0,5 mM C T A B v přítomnosti hyaluronanu, c) TRES 1-naftolu v 0,5 mM CTAB 
v přítomnosti PSS, d) TRANES 1-naftolu v 0,5 mM C T A B v přítomnosti PSS. 
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pomocí CTAB. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu 
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Obr. 50 Titrace systémů obsahujících naftol a hyaluronan o různých molekulových hmotnostech 
pomocí Septonexu. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy 
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Obr. 51 Titrace systémů obsahujících naftol a PSS o různých molekulových hmotnostech pomocí 
CTAB. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu (350 nm). 

Obr. 52 Titrace systémů obsahujících naftol a PSS o různých molekulových hmotnostech pomocí 
Septonexu. Intenzitu fluorescence představuje intenzita neutrální formy naftolu 
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Obr. 54 Závislost MSD na čase pro 100 nm fluorescenčně značené částice ve vodě při použití 
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Obr. 57 Závislost MSD na čase pro 100 nm fluorescenčně značené částice ve vodě, 40% glycerolu 
a 80% glycerolu 

Obr. 58 Závislost M S D na čase pro 100 nm fluorescenčně značené částice v roztocích hyaluronanu 
o různé molekulové hmotnosti a koncentraci a) 0,01 g/l a b) 1 g/l 
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o různých koncentracích 
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Obr. 67 Emisní data pro zhášení 1-naftolu v Septonexu pomocí KI, 3-jodpropanové kyseliny, 
jodbenzenu a CPC, koncentrace CTAB byla konstantní 
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12 PŘÍLOHY 
12.1 Rychlostní konstanty deprotonace a doby života pro kapitolu 

charakterizace interakcí polymer-tenzid pomocí espt 
Tabulka 7 Rychlostní konstanty deprotonace (kpt), rekombinace (krec) a disociace (kdiss) a 
rychlostní konstanty vyhasínání neutrální (kROH) a aniontové formy (kRO-) 1-naftolu 
vCTAB 

C T A B 

m M 

kptx 109  

s"1 

krec X 109 

s"1 

kdiss x 109  

s"1 

k R O H x10 9  

s"1 

k R 0 - x 109  

s"1 

0 21,55 0,50 0,70 0,13 0,14 

0,2 8,69 3,43 2,27 0,09 0,14 

0,75 2,09 0,40 2,55 0,04 0,14 

1 2,22 0,93 4,04 0,05 0,14 

6 1,72 0,28 2,16 0,09 0,14 

MeOH -
watter 1.28 0.15 1.68 0.17 0.15 
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Tabulka 8 Rychlostní konstanty deprotonace (kpt), rekombinace (krec) a disociace (kdiSs) a 
rychlostní konstanty vyhasínání neutrální (kR0H) a aniontové formy (k R 0 ) pro sondu HPTS 
v micelách CTAB 

C T A B kptx 109
 krec x 109 k d i S S x 109 k R 0 H x 109 k R 0 - x 109 

mM s"1 s"1 s"1 s"1 s"1 

~Ď 5~JÍ Ô94 Ô94 Ô2Ô 0~Ť4 

0,2 6,05 0,38 1,32 0,32 0,14 

0,75 2,41 0,94 2,00 0,58 0,14 

1 0,80 0,29 1,37 0,36 0,14 

6 0,79 0,42 1,99 0,34 0,14 

Tabulka 9 Doby života fluorescenční sondy 3HNA v micelách CTAB 

C T A B z 

mM ns 

Ô 1,60 

0,2 4,40 

0,75 4,90 

1 5,00 

6 5,50 
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12.2 Závislosti zhášení fluorescence pro kapitolu charakterizace interakcí 
polymer-tenzid pomocí espt 
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Obr. 66 Časově rozlišená data pro zhášení pyrenu v CTAB pomocí jodidu draselnéh, 3 
jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentrace CTAB byla konstantní 

Obr. 67 Emisní data pro zhášení 1-naftolu v Septonexu pomocí KI, 3-jodpropanové kyseliny, 
jodbenzenu a CPC, koncentrace CTAB byla konstantní 
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12.3 Změny dob života a relativních amplitud 1-naftolu v tenzidu pro kapitolu charakterizace interakcí polymer-
tenzid pomocí espt 

Tabulka 10 Doby života a relativní amplitudy vyhasínání neutrální a aniontové formy naftolu v CTAB a Septonexu v absenci a po 
přidání polymeru 

CTAB Hyaluronan (PSS*) ROH emission RO" emission 

m M mg/L t i (ps) *2 (ps) ta (ps) A i (%) A 2 (%) A 3 (%) t i (ps) t2 (PS) is (ps) A i (%) A 2 (%) A 3 (%) 

0 54 1346 8504 87,79 6,42 5,79 - 1608 8191 2,15 97,85 

0,3 
0 

77 1270 8565 87,94 3,94 8,13 - 1016 8166 1,63 98,37 

0,5 
0 

78 1289 8303 85,53 6,24 8,23 - 1263 8191 1,90 98,10 

2 277 682 13997 35,32 61,94 2,75 516 13971 21254 -1,75 18,94 82,81 

0 80 1362 7880 80,00 6,20 13,80 - 1515 8052 1,89 98,11 

0,05 92 1140 8125 78,94 8,34 12,73 - 7470 15052 81,19 18,81 

0,3 7 64 1001 7969 84,27 5,16 10,57 - 2284 8122 2,96 97,04 

0,5 67 813 7752 80,00 11,16 8,84 1147 7904 17139 1,41 16,84 81,75 

2 337 684 11777 63,91 31,49 4,59 439 9626 20191 -1,59 15,41 86,18 

0 69 1924 10486 52,9 33,5 13,6 - 1387 8185 2,39 97,61 

0,05 92 1928 5715 49,08 29,02 21,9 - 4466 8814 12,2 87,8 

0,3 7* 314 2559 6960 15,75 61,63 22,62 - 7825 18150 79,78 20,22 

0,5 257 2310 6425 16,16 58,3 25,54 - 7853 18332 80,95 19,05 

2 489 1836 10129 71,81 21,11 7,08 510 10823 20527 -1,56 20,19 81,37 

Septonex Hyaluronan (PSS*) ROH emission RO" emission 

m M mg/L t i (PS) *2 (ps) ta (ps) A i (%) A 2 (%) A 3 (%) t i (ps) t2 (ps) is (ps) A i (%) A 2 (%) A 3 (%) 

0 0 54 1346 8504 87,79 6,42 5,79 - 1608 8191 2,15 97,85 



0,3 31 1442 8148 91,96 2,23 5,81 752 8076 1,60 98,40 

0,5 24 1731 8354 93,33 2,10 4,58 1058 8071 2,67 97,33 

2 182 817 6152 49,93 36,12 13,95 1220 7952 50,68 49,32 

0 80 1362 7880 80,00 6,20 13,80 1515 8052 1,89 98,11 

0,02 43 1131 7178 88,34 3,66 8,00 3844 8336 6,12 93,88 

0,3 7 39 1122 6190 88,14 6,01 5,85 1001 8126 3,01 96,99 

0,5 72 1139 6296 76,78 13,18 10,05 1020 8076 3,22 96,78 

2 422 1161 6020 48,08 32,75 19,17 251,45 1273 6751 -12,91 97,94 14,97 

0 69 1924 10486 52,90 33,50 13,60 1387 8185 2,39 97,61 

0,02 190 2479 6945 20,80 52,30 26,90 

0,3 7* 144 2213 5651 21,30 48,46 30,24 

0,5 130 2073 5536 21,14 46,24 32,61 

2 485 1479 5839 56,36 24,01 19,63 
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12.4 Skript z MATlabu pro převod korelační funkce na MSD 
1 
2 
3 - n = 2 2 0 ; 
4 - wxy = 0 . 2 4 B A 2 * o n e s ( n , 1 ) ; 
5 - wz = 1 . 6 8 9 " 2 * o n e s ( n , 1 ) ; 
6 - N = 1 . 9 7 1 1 * o n e s ; 
7 
8 
9 

1 0 - a = 1 . / ( 3 . * (wxy. "2) . *wz) ; 
1 1 - b = ( 8 . / ( 9 . * w x y . * w z ) ) + ( 4 . / ( 9 . * ( w x y . * w x y ) ) ) 
1 2 - c = ( 4 . / ( 3 . * w x y ) ) + ( 2 . / ( 3 . * w z ) ) ; 
1 3 - d = 1 - ( 1 . / ( N * G t ) . " 2 ) ; 
14 
1 5 - r = z e r o s ( n , 3 ) ; 
16 - H f o r i = 1:n 
1 7 - p = r o o t s ( [ a ( i ; f b ( i ) , c ( i ) , d ( i ] ] ] ; 
18 - r ( i , :) = p ; 
19 
2 0 - L end 
21 
22 
2 3 - p l o t { r e a l Í r (: , 3 ) ) , ' r ' ) 
24 

n - počet řádků (dat z korelační funkce) 

wxy - rozměr efektivního objemu v kolmém směru vůči směru laserového paprsku 

wz - rozměr efektivního objemu v rovnoběžném směru vůči směru laserového paprsku 

N - počet molekul v konfokálním objemu stanovený pomocí fitování korelační funkce 

a, b, c, d - kubický člen, kvadratický člen, lineární člen a absolutní člen kubické rovnice 

r - výpočet kořenů kubické rovnice 

12.5 Články v časopisech 
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ABSTRACT: Steady-state and time-resolved fluorescence and 
UV—vis techniques were used to study the formation and 
dissociation of acridine orange dimer in order to investigate 
hyaluronan—acridine orange, hyaluronan—CTAB (cetyltrimethy-
lammonium bromide), polystyrenesulfonate—acridine orange, and 
polystyrenesulfonate—CTAB interactions in aqueous solution. 
Steady-state and time-resolved fluorescence and the dimenmo-
nomer absorbance ratio of acridine orange (AO) were used to 
determine dimer formation on polymer chains of polyelectrolytes. 
Acridine orange clearly formed dimers on polystyrensulfonate 
chains as well as on hyaluronan, but we show that the electrostatic 
interaction is much weaker in the case of hyaluronan. After the 
addition of surfactant, we observed an enhancement of fluorescence 
intensity, indicating the dissociation of AO dimers into monomers and the replacement of acridine orange on polymer chains by 
surfactant molecules. Importantly, we show that surfactant molecules bind to polymer chains before the critical micelle 
concentration is reached and form the so-called "bottle-brush" structure. 
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1. INTRODUCTION 
The solubilization of hydrophobic molecules in water—micellar 
environments is a very well known phenomenon1-3 which 
enables further investigation of micelle microenvironments or 
interfaces by fluorescence techniques. For example, critical 
micelle concentrations (CMC) 4 - 7 and micellar aggregation 
numbers8-10 are widely studied by steady-state or time-resolved 
fluorescence spectroscopy. The aggregation of acridine dyes is 
also a well-described phenomenon.11-14 Negative charge, 
represented for example by a polyelectrolyte or surfactant, 
added to a solution of acridine dye causes the aggregation of 
these molecules into dimers due to van der Waals forces and 
the strong coupling of molecular transition dipole moments. 
Coupling causes a wavelength shift in the absorption spectrum. 
When a red or blue shift occurs, aggregates are called J-
aggregates or H-aggregates, respectively.12 The H-type 
aggregates have forbidden radiative decay from the excited 
state, and their absorption band is blue-shifted. From a 
spectroscopic point of view, the fluorescence of the sample at 
nearly 530 nm decreases with an increasing amount of dye 
aggregate; the probability of absorption at 492 nm (monomer 
band, the a-band) decreases with a concomitant increase in 
absorption at 465 nm (dimer band, /J-band) and at 450 nm 
(oligomer band, the y-band). The formation of dye aggregates 
is, of course, concentration-dependent, and in the case of 
acridine orange (AO) the aggregates appear at and above its 
concentration of 5 X 10 -5 mol-L-1 in aqueous solution.11 In the 
presence of a negative binding site, for example, the negative 

charge of a surfactant or a polyanion, monomers of AO 
condense on these sites and the dimer form of AO is preferred, 
which changes its fluorescence intensity and a dimer fluorescent 
peak appears in the fluorescence spectrum at around 657 nm.12 

This depends on the concentration of both AO and binding 
sites, and above a critical concentration, AO starts to form 
nonfluorescent condensate dimers or even oligomers.11 1 6 

Acridine orange aggregates were used to study negatively 
charged polyelectrolytes,12 probe—DNA interactions,15-17 and 
probe—protein or protein—surfactant interactions.18'19 

In this study, acridine orange was used as a fluorescent label 
which is physically attached to the oppositely charged 
polyelectrolyte. Physical (electrostatic) binding is supposed to 
provide an advantage over traditional chemical (covalent) 
fluorescence labeling in the study of interactions between 
(labeled) polyelectrolytes and oppositely charged surfactants. 
The label is attached directly to the interaction site, but its weak 
physical bond should not prevent interactions with the 
surfactant, which can be detected by changes in the aggregation 
behavior of the acridine orange label. Systems comprising 
oppositely charged polyelectrolytes and surfactants are of 
growing interest not only as a subject of pure research but also 
due to their various practical applications. For an overview of 
this area see several excellent reviews.20-23 
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Hyaluronan (more precisely, the sodium salt of hyaluronic 
acid), one of the most important polysaccharides originating 
from the mammalian body, was selected as the anionic 
polyelectrolyte for this study due to our long-term interest in 
its behavior and its potential applications in delivery systems. 
The understanding of its importance has increased dramatically 
over the last two decades. Many studies have focused on its 
physical—chemical behavior, its role in tissues, and its cell 
proliferation capacity, and methods have been developed to use 
this polysaccharide in the healing of injuries, drug delivery 
systems, antiaging applications, and so on. Hyaluronan is a 
biocompatible and biodegradable polysaccharide consisting of 
disaccharide units D-glucuronic acid and N-acetyl-D-glucos-
amine24 (Figure l). Hyaluronan—surfactant or hyaluronan— 

a) 

w 

Figure 1. Structure of (a) acridine orange, (b) C T A B , and (c) 
hyaluronic acid. 

liposome interactions provide a useful model for anticancer 
drug delivery systems based on hyaluronan sensitivity to the 
CD44 receptor.25 - 2 7 Delivery systems based on hyaluronan 
should be quite selective for tumor cells because CD44 is 
overexpressed in cancer cells.28 Micelles provide, in this model, 
a good environment for drug solubilization and controlled 
release, and hyaluronan provides controlled targeting of the 
drug. 

The paper is organized as follows. In the first part, we present 
a study of the interaction between hyaluronan and acridine 
orange in the absence of surfactant; in the following part, the 
interaction between cationic surfactant and a hyaluronan—AO 
system is presented. Then, a comparative study of the 
interaction between polystyrenesulfonate (PSS) and acridine 
orange in the presence of cationic surfactant is added to 
compare a synthetic polymer with a higher charge density (a 
"stronger polyelectrolyte") and hyaluronan biopolymer. PSS 
was selected because it is a well-known and defined polymer 
and a strong polyelectrolyte and because interactions between 
PSS and cationic surfactants have been proven and investigated 
in other studies.12'29 On the other hand, hyaluronan is known 
to have a low charge density and to interact relatively weakly 
with cationic surfactants.30 

2. MATERIALS AND METHODS 
2.1. Materials. A l l reagents and solvents were used as received, and 

their purity was higher than 97%. Hyaluronan (molecular weight of 
300 kDa) was purchased from C P N spol. s.r.o. (Czech Republic). 
Polystyrenesulfonate (molecular weight 70 kDa), C T A B , and acridine 

orange hydrochloride hydrate were purchased from Sigma-Aldrich. 
Stock solutions of hyaluronan, polystyrenesulfonate, surfactant, and 
acridine orange were prepared in deionized water. For experiments in 
the presence of N a C l , 0.15 or 0.5 M N a C l solution was used. Samples 
for acridine orange and polyelectrolyte interaction were prepared as 
follows: 25 [iL of acridine orange stock solution were added to plastic 
vials and a fluorescent probe was diluted with an appropriate volume 
of hyaluronan and solvent to achieve a concentration range for 
hylauronan from 5 X 1 0 - 4 to 15 g ' L - 1 and that for polystyrenesul
fonate from 1.25 X 1 0 - 5 to 3.6 g ' L - 1 - Samples for polymer—surfactant 
interaction were prepared with a constant concentration of acridine 
orange and polymer (respective equivalence point for each polymer 
determined by the formation of acridine orange dimer) and with an 
increasing concentration of surfactant ranging from 3 X 1 0 - 7 to 4 X 
1 0 - 3 m o l ' L - 1 . A l l samples were stirred overnight to ensure 
equilibration. The concentration of the fluorescent probe ( A O ) in 
all samples was 1.7 X 1 0 - 5 m o l - L - 1 to avoid the presence of the dimer 
absorption band in the bulk solution. 1 1 The determined p H of all 
hyaluronan samples varied between 6.6 and 5.6 (see examples in 
Supporting Information, Table S i ) , which is well above the 
hyaluronan intrinsic p K , (3.2 3 1 ) . It can therefore be reasonably 
expected that hyaluronan was fully dissociated. PSS is fully ionized in 
the 6.2—8.9 p H range. 3 2 The determined p H of all PSS samples varied 
between 6.7 and 4.6, but p H was, in most cases, below 6.2 (see 
Supporting Information, Table S i ) . It can be expected that PSS was 
not fully dissociated. A l l measurements were made at 22 °C. 

2.2. UV-Vis and Fluorescence Spectroscopy. Absorption 
spectra were recorded on a Varian Cary 50 UV—vis spectrophotometer 
with a wavelength range from 200 to 700 nm, and fluorescence spectra 
were recorded on a FluoroLog Horiba Jobin Yvon spectrofluorimeter. 
Fluorescence spectra were recorded with the excitation monochro-
mator at 492 nm and in the emission wavelength range of 500 to 650 
nm. Because of the inner filter effect, the correction of emission 
spectra was made according to the equation 3 3 

F c o n = F o b s X l 0 1 / 2 ^ » > (1) 

where F c o r r and Fohs are the corrected and observed fluorescence 
intensities, respectively, and Aex and Aem represent absorbance at the 
excitation and emission wavelengths, respectively. Time-resolved 
measurements were performed with a Fluorocube Horiba Jobin 
Yvon spectrometer by means of a time-correlated single photon 
counting technique. A 469 nm L E D was used as the excitation source. 
Fluorescence decays were collected with a 495 nm cut-off filter. A 
time-to-amplitude ( T A C ) converter was set to the 50 ns window for 
the measurement of acridine orange and the acridine orange— 
hyaluronan system. During measurements of polystyrensulfonate— 
acridine orange, the T A C range was changed from the 50 ns to the 200 
ns window because of the increase in the fluorescence lifetime. The 
repetition rate was set to 1 M H z , and the delay of the signal caused by 
the cable path was always set 15 ns higher than the respective T A C 
range. 

Time-resolved fluorescence decays were analyzed by the iterative 
reconvolution procedure of fitting the model function to experimental 
data, and the fit was judged by nonlinear least-squares analysis. 3 4 , 3 5 

Time-resolved data analyses were performed with D A S 6 software from 
Horiba Jobin Yvon using models for multiexponential decay with n 
components using the equation 

I(t) = V at exp(- t /T j ) 

ti (2) 

where at is a preexponential factor which relates to the amount of each 
fluorescent component present in the system and Tt is the fluorescence 
lifetime of the ith component. The goodness of fit was judged by 
reduced /r> which evaluates a mismatch between the data and the 
fitted function and is independent of the number of degrees of 
freedom 3 3 

2.3. Microrheology. For microrheology experiments, a concen
tration series of hyaluronan solutions in water was prepared by diluting 
a stock solution. Ten microliters of a 1 [im polystyrene particle 2.5% 
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suspension obtained from Sigma-Aldrich was added to 5 m L of 
sample. Samples were stirred using a vortex stirrer for 10 s and then 
were left to stand for 1 h. 

Hardware for the microrheology experiments consisted of a Nikon 
Eclipse e200 microscope and a Canon digital camera. Particle 
movement in samples was recorded for 10 s at 50 fps and at a 
resolution of 1280 X 720 in a dark field. Open source program ImageJ 
with the ParticleTracking plugin was used for image analysis and the 
determination of particle trajectories. This program yielded the x and y 
coordinates of particle position as a function of time, which are used to 
determine the dependency of the mean square displacement ( M S D ) 
on time. The M S D is given by 

M S D = ([x(t + T ) - x(t)f + [y(t + T ) - y{t)f) = 2dDt 
(3) 

where d is the dimensionality or spatial extent 3 6 (in our case two 
dimensions), D is the diffusion coefficient, x(t) and y{i) are the 
positions of particle i at time t, and ( ) represents an average over time. 
For the determination of the microviscosity of the medium in the 
vicinity of tracer particles, the Stokes—Einstein equation was used . 3 7 , 3 8 

M l 
(4) 

As the hydrodynamic radius (r), the radius of tracer particles reported 
by the manufacturer was used (0.5 fim). The final viscosity is the mean 
value of the viscosities obtained from the M S D of at least 30 particles. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 
Results are displayed as the dependency of the studied physical 
quantity on the polymer/dye ratio (P/D). The P/D ratio 
represents moles of binding sites (carboxylic groups of 
hyaluronan or sulfonate groups of polystyrenesulfonate) per 
moles of dye. For hyaluronan, the molecular weight of its basic 
dimer unit bearing one carboxyl group is 401.299 g/mol. 

3.1. Interaction of Hyaluronan with Acridine Orange. 
The spectral properties of AO are shown in Figure 2. At a 
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Figure 2. Spectral properties of acridine orange in aqueous solution at 
a concentration of 5 X 10~ 5 m o l - L - 1 of the dye and the absorption 
spectrum for the aqueous solution at a concentration of 1.7 X 1 0 - s 

mol-L" 1 . 

concentration of around 5 X 10 -5 mol-L-1, it is clearly shown 
that the monomer absorption band is joined by the dimer 
absorption band. The absorption band of the dye oligomers 
appears as a shoulder at 450 nm. These results also determined 
the experimental setup of measurements with AO. To avoid the 
formation of AO dimers in solution, we used a lower 
concentration of acridine orange in samples (1.7 X 10 -5 mol-
L _ 1 ) ; the absorption spectrum is shown in Figure 2. To cover a 
wide range of P/D, our experiments were carried out with a 
constant amount of dye and with changing polyelectrolyte 
concentration. 

Figure 3a shows the dependency of the relative fluorescence 
intensity measured at 527 nm (the emission maximum shown 
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Figure 3. Dependency of the relative fluorescence intensity on the P / 
D of the system with a constant concentration of acridine orange of 
1.7 X 1 0 - 5 m o l - L - 1 . Fluorescence is relative to the sample in which 
hyaluronan is not present. The concentration of hyaluronan in (a) 
covers the range from 0.5 to 400 mg L - 1 . In (b), we expanded the 
concentration range up to 15 g L - 1 . 

in Figure 2) on the P/D. (A table of P/D values and the 
respective hyaluronan concentrations is shown in the 
Supporting Information.) Relative fluorescence was relative to 
the fluorescence of the sample without hyaluronan. It is 
necessary to take into account the fact that the displayed data 
are not obtained as titration curves. Rather, all points from this 
dependency were prepared as separate samples, measured at 
least three times and averaged. 

The minimum in the relative fluorescence intensity can be 
found in the dependency in Figure 3a. This minimum is 
considered to be a point of equivalence, the point where all 
probe molecules condense as dimers on the accessible binding 
sites of the polymer. If all carboxylic groups are taken into 
account as possible binding sites and the acridine orange 
molecules condense to form dimers, then a value of 0.5 for the 
point of equivalence can easily be predicted (for each carboxylic 
anion, two probe molecules are necessary). As is obvious from 
Figure 3a, the fluorescence intensity starts to decrease only at a 
P/D of 0.5, and the experimental value of the equivalence point 
is found at around P/D = 3 and is denoted as (P/D)e. 

The high value of the equivalence point can be explained in 
three different ways. First, hyaluronan is not fully dissociated 
under these experimental conditions, but the pH of samples 
suggests the full dissociation of hyaluronan. Second, some 
carboxylic groups are not accessible for AO molecules, or AO 
dimer formation is prevented probably because of interchain 
interactions. Third, interactions between AO and hyaluronan 
are weak, which contributes to the high value of the equivalence 
point. It is possible that AO dimers are formed via interchain 
interactions which could cause the inaccessibility of other 
carboxylic groups. The value P/D = 3 means that only (100/ 
6)% of polymer binding sites (carboxylic groups) are accessible 
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for the formation of acridine orange dimers. The calculation of 
the accessibility of polymer binding sites is based on the 
assumption that, for fully dissociated polymer, each carboxylic 
group possesses two molecules of acridine orange to form 
dimers and to obtain the minimum in fluorescence intensity. In 
other words, P/D = 3 represents a 6-fold less efficient degree of 
AO dimer formation when compared to the ideal case. It 
should be noted that the real concentration of hyaluronan in 
the sample at this equivalence point is 20 mg L _ 1 . At this 
concentration we are dealing with a highly diluted polymer 
regime; therefore, the polyelectrolyte hyaluronan should be 
stretched and fully dissociated.39 However, in the presence of 
oppositely charged acridine orange, a similar phenomenon of a 
partial collapse may occur, as observed in polyelectrolyte— 
surfactant systems22 in which the chain extension is decreased, 
which may also result in the hiding of hyaluronan carboxylic 
groups. If this is the case, then the hyaluronan concentration for 
such collapse in the presence of AO should be around 0.02 g/L. 
The relatively high (P/D)e value is also consistent with the 
observation of no phase separation in hyaluronan—AO systems, 
which again indicates some similarity with polyelectrolyte— 
surfactant systems in which the formation of electrostatically 
stabilized colloidal dispersions was observed at high poly-
electrolyte-to-surfactant ratios.22 

Above the (P/D)e, the number of available polymer binding 
sites increases with a concomitant increase in the fluorescence 
intensity because of the dissociation of acridine orange dimers. 
It is remarkable that when the concentration of binding sites, in 
fact, of sodium hyaluronate, increases nearly 30 times (from P/ 
D « 3—90), the fluorescence intensity measured for P/D » 90 
is lower than the values at low P/D. This suppressed 
fluorescence intensity may be caused by conformational 
changes in hyaluronan. 

If we expand the P/D range to the higher concentrations of 
hyaluronan, then unexpected results are obtained. As can be 
seen in Figure 3b, above a P/D of 147 (when the hyaluronan 
concentration is exactly 1 g L _ 1 ) another decrease in 
fluorescence intensity is observed; a second minimum can be 
found at P/D = 882 (when the concentration of hyaluronan is 
around 6 g L _ 1 ) . 

At first sight it seems that this decrease cannot be easily 
explained by dimer condensation because the theoretical 
number of polymer binding sites is too high. On the other 
hand, the decrease and subsequent increase in fluorescence is 
statistically relevant. Because of the sensitivity of the excited 
state with respect to many conditions (e.g., viscosity, polarity, 
the presence of ions,...) another method to confirm the 
obtained results would be useful. In the case of AO, absorption 
spectroscopy can yield important information. 

The absorption maximum of the monomelic form of AO is 
located at 492 nm and is often called the a-band. In absorption 
spectra, another two peaks can be found. The first, the /J-band, 
is located at 465 nm and is related to the dimer peak. Between 
the a- and /J-bands, an isosbestic point can be found at around 
470 nm. At a high concentration of AO in the system, the 
band is replaced by the /-band at ~450 nm. This band is related 
to the absorption band for AO oligomers.11 

In our study we compared fluorescence and absorption data 
(Figure 4). For the absorption spectra we used the ratio of 
dimer to monomer absorbance determined at 465 and 492 nm, 
respectively (in Figure 4 depicted as dimenmonomer, which 
directly reflects changes in dimer presence in the sample). 
Despite the fact that the fluorescence and absorption data were 
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Figure 4. Comparison of dependencies of the relative fluorescence 
intensity and dimenmonomer ratio on the P / D . The concentration of 
hyaluronan covers the range from 0.5 mg L _ 1 to 15 g L _ 1 . 
Fluorescence is relative to the sample in which hyaluronan is not 
present. 

collected according to different photophysical processes, they 
exhibit correlation behavior. In the region where fluorescence 
decreases, an increasing dimenmonomer ratio can be found and 
vice versa. 

It can also be shown that interactions between acridine 
orange and hyaluronan have an electrostatic origin. In this case, 
the addition of low-molecular-weight salt can directly suppress 
the interaction via the shielding of charges. Figure 5 

Figure 5. Dependencies of relative fluorescence intensity on P / D at 
different ionic strengths of the solution. The ionic strength was 
influenced by sodium chloride. Fluorescence is relative to the sample 
in which hyaluronan is not present. 

summarizes the results from these experiments. At first sight, 
the addition of sodium chloride to the environment leads to 
suppression of the interaction between probe and polymer. 
This is manifested in higher values of relative fluorescence 
around (P/D)e with increasing ionic strength. The value of (P/ 
D) e remains roughly the same for 0.15 M and decreases slightly 
from 3 to 2 for 0.5 M NaCl. Also, for the region between (P/ 
D) e and a P/D of around 147, values of relative fluorescence 
follow changes in ionic strength. 

A remarkable phenomenon occurs in the second-decrease 
region. This decrease is still present, and for 0.15 M NaCl, it 
seems not to be suppressed as much as the decrease around (P/ 
D)e. This phenomenon is interesting because hyaluronan 
occurs in mammalian tissue in units of grams per liter, and 0.15 
M is the ionic strength of the human physiological environ
ment. However, the mechanism behind it is open to discussion. 

Thus, it can be concluded that the obtained results from the 
fluorescence measurements are a relevant reflection of 
dimenmonomer proportions in solution and that changes in 
fluorescence intensities are not caused by probe concentration 
fluctuations. AO labels at least a portion of hyaluronan 
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carboxylic groups with the equivalence point of (P/D)e = 3, 
which corresponds to some saturation of the label on the 
labeled groups. However, these results do not directly explain 
the second decrease or rather the second region where the 
amount of AO dimer significantly increases. 

One of the possible explanations of this phenomenon could 
be found in conformational changes in hyaluronan chains in 
solution or intrachain interactions. In units of grams per liter, 
hyaluronan should take a conformation that makes most 
binding sites inaccessible for electrostatic interaction with 
acridine orange. We showed changes in conformation using 
microrheology. This method allows the determination of the 
mean viscosity of the microstructure of a sample because small 
sensors used for microrheology determine the microviscosity of 
the microenvironment in contrast to macroscopic rheology or 
viscosity measurements. These small sensors better reflect small 
conformational changes in a sample. Of course, hyaluronan 
solutions, especially at concentrations above tens of milligrams 
per liter, are non-Newtonian fluids, so the obtained micro-
viscosity values from microrheology are relevant only for 
comparison between them. The microrheology method was 
calibrated to the viscosity of water. 

Figure 6 compares the obtained fluorescence and viscosity 
data. Both types of data were obtained for hyaluronan with a 
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Figure 6. Dependencies of the fluorescence intensity and viscosity 
obtained from microrheology experiments on the hyaluronan 
concentration. Fluorescence is relative to the sample in which 
hyaluronan is not present. 

molecular weight of 300 kg mol - 1 in aqueous solution. The 
dependency of viscosity on concentration increases steeply at 
first and then shows a leveling off with a weak maximum within 
the range of roughly 3—5 g of hyaluronan per liter. It then 
exhibits an abrupt increase, which corresponds to the reincrease 
in relative fluorescence (after the second minimum in Figure 

More accurately, after (P/D)e = 3 (hyaluronan concentration 
of 0.02 g L _ 1 , cf. Table Si), there is a region where the viscosity 
as well as fluorescence intensity (or dimenmonomer ratio) 
increases. This can be explained by the increasing concentration 
of polymer in solution, with more polymer chains meaning 
more binding sites and more barriers. An increase in viscosity is 
hindered in the region around 1 g L _ 1 hyaluronan, and at this 
point, the fluorescence starts to decrease significantly with 
increasing hyaluronan concentration. Thus, in the concen
tration region of 1 to 5 or 6 g L _ 1 , it appears that more chains 
in solution mean fewer binding sites and a smaller effect on the 
viscosity of the solution. In the region between 5 and 6 g L _ 1 

both dependencies have their minimum, and above this region 
the viscosity as well as fluorescence intensity increases linearly. 
This increase can be explained by interchain interactions of 

hyaluronan because at this concentration the chain domains 
start to overlap. 

Here it can be concluded that changes in the occupation of 
polymer binding sites by cationic probes are commensurate 
with changes in viscosity. Especially in the region from 1 to 5 or 
6 g L _ 1 it seems that polymer chains added to the solution form 
some kind of aggregate which does not affect the microviscosity 
and shields charged binding sites against interactions with 
cationic probes. 

3.2. Interaction of CTAB with the Acridine Orange-
Hyaluronan System. In this part of our study we were 
interested in whether the cationic surfactant CTAB is able to 
replace acridine orange dimers attached to the hyaluronan 
chain. We used a constant concentration of hyaluronan and 
acridine orange corresponding to the equivalence point 
determined in the previous section. 

The absorption spectra showed a significant increase in 
absorbance when even 10~7 mol-L-1 CTAB was added to the 
acridine orange—hyaluronan system (spectra are shown in 
Supporting Information; they are represented also by the 
dimenmonomer ratio in Figure 7, see further in the text). In the 
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Figure 7. Dependencies of the fluorescence intensity and dimenmo
nomer ratio as a function of C T A B concentration in the A O — 
hyaluronan—CTAB system (concentrations of A O and hyaluronan 
correspond to the equivalence point ( P / D ) e = 3). 

absence of hyaluronan, there was no change in absorption 
spectra when CTAB was added to the AO solution; thus, the 
changes in absorption spectra in the presence of hyaluronan 
and with increasing CTAB concentration were caused by the 
electrostatic interaction of CTAB with hyaluronan. CTAB 
started to replace the acridine orange dimers, the dimers 
dissociated, and the dimenmonomer ratio decreased (i.e., the 
absorbance increased), especially around the CTAB concen
tration of 10~5 M. An interesting phenomenon occurred around 
the critical micelle concentration (in the literature, the CMC of 
CTAB is 0.92—1 mM6) as the dimenmonomer ratio increased 
again (i.e., the absorbance decreased). CTAB probably started 
to form free micelles, which led to electrostatic attraction 
between acridine orange monomers in bulk solution and 
dissociated carboxylic groups. Acridine orange dimers were 
formed again, which was the reason for the increase in the 
dimenmonomer ratio. The reaggregation of acridine orange 
dimers caused both an increase in absorbance and a change in 
the dimenmonomer ratio. 

The interaction of CTAB with the AO—hyaluronan system 
was further studied by steady-state fluorescence (Figure 7). The 
fluorescence intensity of acridine orange in a sample at the 
equivalence point (P/D)e without the addition of CTAB was 
significantly smaller than the fluorescence intensity in the 
presence of CTAB at the lowest concentration used, which 
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indicates that, at the equivalence point, there should be 
significant occupation of carboxylic groups of hyaluronan by 
AO dimers. The AO dimer has a reported emission band at 
around 650 nm. 1 6' 1 2' 4 0 In our case, no such peak appeared 
around this region in any sample, which would suggest either 
no or very weak aggregation of AO on carboxylic groups of 
hyaluronan. However, the dependency of both relative 
fluorescence and the dimenmonomer ratio on P/D depicted 
in Figure 4 shows changes in the fluorescence intensity and 
dimenmonomer ratio, respectively, and confirms the formation 
of AO dimers. 

After the addition of surfactant at a concentration lower than 
its CMC, the fluorescence intensity increased rapidly (Figure 
7). This increase in fluorescence intensity (as well as the 
decrease in absorbance described above in the text) could be 
ascribed to the electrostatic interaction between hyaluronan 
and CTAB and to the dissociation of AO dimers. When the 
surfactant concentration was close to its CMC, the fluorescence 
intensity decreased (Figure 7). Such a phenomenon may be 
caused by the aggregation of some AO monomers into dimers 
again. Before the critical micelle concentration was reached, the 
electrostatic interaction caused the molecules of the surfactant 
not to remain at the air—water interface but to bind to 
carboxylic groups of hyaluronan.20-23 When the CMC of 
CTAB was reached, the surfactant molecules formed micelles 
not only on the hyaluronan chain but also in bulk water, which 
may again have led to the reavailability of some binding sites for 
AO. We believe that after the formation of micelles there are 
again some free binding sites on the hyaluronan chain where 
acridine orange forms dimers and that this is the reason that the 
fluorescence intensity decreased. This situation was seen also in 
absorption spectra, where the ratio of acridine orange dimer 
and monomer absorption increased when the CMC of CTAB 
was reached. In our study, the polyelectrolyte caused the single 
surfactant molecules to be pulled electrostatically into the water 
environment and to bind to the polymer chain before the 
critical micelle concentration was reached. Therefore, in 
general, electrostatic interactions must be stronger than 
repulsion between the surfactant chain and bulk water. 
Molecular dynamics simulations performed by Liu et al.41 

showed the formation of the so-called "bottle-brush" structure 
caused by the adsorption of surfactants on the polyelectrolyte 
chain. We believe that this structure can also explain our results 
with AO. This hypothesis is supported by (unpublished) data 
from our other fluorescence study, which used traditional 
fluorescent probe pyrene to investigate the polarity of the 
microenvironment of the probe. The pyrene excitation polarity 
index (ExPI) as a function of surfactant concentration was used 
to evaluate this measurement. The ExPI is based on the fact 
that in the ground state the pyrene absorption band is shifted 
bathochromically in a nonpolar environment. The ExPI is 
obtained when the fluorescence intensities at two positions of 
the excitation monochromator (333 and 338 nm) are measured 
while the position of the emission monochromator (392 nm) 
remains constant.42 An example of data collected for 
hyaluronan is shown in Figure S3 in the Supporting 
Information, together with the data from this work At low 
surfactant concentrations (before the critical aggregation 
concentration) we can see no change in ExPI when compared 
to water, while the fluorescence intensity of AO increases (cf. 
Figure 7). This means that surfactants bind to the 
polyelectrolyte chain but do not form any micellelike aggregates 
(i.e., they probably form the bottle-brush structure). The 

formation of aggregates is detected at higher concentrations by 
decreasing ExPI (and by the leveling-off of the AO fluorescence 
intensity). 

Fluorescence lifetimes were determined in the pure AO 
solution and in hyaluronan—AO and hyaluronan—AO-
surfactant systems. In a diluted solution of acridine orange, 
we assumed monoexponential decay; in the AO—hyaluronan 
system, we assumed bi- or triexponential decay according to the 
formation of the AO dimer and/or oligomer with longer 
lifetimes than that of the monomer because fluorescence from 
the AO dimer excited state is a forbidden process.12 Then, we 
assumed that after the addition of surfactant there should be an 
increase in the relative amplitude of the acridine orange 
monomer lifetime and that the decay should be monoexpo
nential after the dissociation of all of the dimers. We obtained a 
monoexponential decay for diluted pure acridine orange 
solution with a lifetime of 1.75 ns as expected. The lifetime 
calculated from the decay curve of the equivalence point in 
hyaluronan—AO was 1.78 ns (i.e., very close to the value 
determined for pure AO). The equivalence point was 
determined by steady-state fluorescence as described in the 
previous section, where we also showed that the decrease in 
fluorescence intensity suggests the formation of AO aggregates. 
Lifetime measurements do not confirm the formation of AO 
dimers, but fluorescence from acridine orange aggregates is a 
forbidden process, which means that the lifetimes of acridine 
orange aggregates may not appear in the fluorescence decay. 
We assume that in steady-state measurements of samples 
around the equivalence point all we can see is the weak 
fluorescence of remaining nonaggregated acridine orange 
monomers. This was also assumed from the fluorescence 
spectra, where no dimer fluorescence peak appeared. The 
interaction between acridine orange and hyaluronan is probably 
not as strong as we assumed (also we have to consider that only 
16% of binding sites appear to be available); however, there is 
still a weak electrostatic interaction and the dimers are still 
formed, which could be the reason that the fluorescence 
intensity decreased so rapidly before the equivalence point 
(Figure 4). Yet, the probability of fluorescence in these 
aggregates is low; thus, we do not see any other (dimer or 
oligomer) fluorescence peak in addition to the monomer 
lifetime. But if we had observed no increase in fluorescence 
intensity, it would have meant that the surfactant had not 
replaced acridine orange. It is also possible that the hydrophilic 
head of CTAB is too large to bond electrostatically to 
carboxylic groups of hyaluronan because of the hydration of 
the hyaluronan chain; however, we believe that this is not the 
case because we see changes in fluorescence intensities as a 
function of surfactant concentration. The hyaluronan hydration 
shell was probably the reason that acridine orange formed 
dimers with no significant fluorescence and why we saw only 
decreasing (or increasing in the case of interaction with the 
surfactant) fluorescence from acridine orange monomers. 

3.3. Interaction of CTAB with an Acridine Orange-
Polystyrenesulfonate System. According to the fluores
cence and absorption spectra of acridine orange in the presence 
of polystyrenesulfonate (PSS), we assume that acridine orange 
forms dimers in the presence of polystyrenesulfonate (Figure 
8). As in the case of hyaluronan, the fluorescence intensity of 
AO decreased with a concomitant increase in PSS concen
tration; the minimum was very shallow (Figure 8a) and it was 
not easy to determine the equivalence point. Apparently, the 
break point is at a P/D close to 1, in agreement with Peyratout 
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Figure 8. (a) Ratio of relative fluorescence and absorbance ( D : M ) of 
acridine orange monomer and dimer in the PSS—AO system. 
Fluorescence is relative to the sample in which PSS is not present, 
(b) Emission spectrum of acridine orange from a sample without PSS 
and with PSS (at the equivalence point determined in this section, P / 
D = 4). 

et al. in which, however, a very narrow range of P/D was 
used. Taking into account the numerical values of fluorescence 
intensities at P/D above 1 (and up to 20—30), their error bars, 
the corresponding D:M absorbance, and the relative 
representation of dimer fluorescence lifetimes (see further in 
the text), the equivalence point for (P/D)e was determined to 
be around 4 (0.825 mg/L). We assume that this value and the 
shallow minimum are a result of stronger AO interactions with 
PSS because of the formation of AO oligomers, which were 
determined using time-resolved fluorescence as described 
further in the text. Fluorescence spectra also showed the 
formation of a new (dimer) peak at around 650 nm (see the 
example of the system at the equivalence point in Figure 8b) 
when the PSS concentration was increased.12'19 This result 
suggests that AO dimer formation is much stronger in the 
presence of polystyrenesulfonate than in the presence of 
hyaluronan. At a P/D of around 10, there was an increase in 
fluorescence intensity accompanied by a decrease in the 
dimenmonomer absorbance ratio, which was obviously caused 
by the dissociation of acridine orange dimers due to the 
existence of too many binding sites to occupy. At this moment, 
acridine orange binds to the PSS chain, preferably in 
monomeric form. 

After the addition of a premicellar concentration of surfactant 
(10_S mol/L) to the PSS—AO system, the absorbance of the 
dimenmonomer ratio rapidly decreased, which suggests the 
dissociation of acridine orange dimers. Most importantly, 
however, the dimer peak at around 650 nm disappeared and the 
fluorescence intensity increased rapidly (results not shown). 
This means that the surfactant replaced the acridine orange 
dimers on the polystyrenesulfonate chain. The acridine orange 
dimers dissociated, which caused an increase in fluorescence 
intensity and the disappearance of the emission band of the AO 
dimer. Fluorescence lifetime measurements confirmed steady-
state data. The fluorescence decay of acridine orange at the 

determined equivalence point of (P/D)e = 4 exhibited a lifetime 
of 1.66 ns for monomer, 15.94 ns for dimer, and 6.15 ns 
probably for other AO aggregates or the formation of an 
acridine orange—PSS complex, as reported for acridine orange— 
DNA complexes.43 We assumed that the lifetime of 15.94 ns 
was the dimer lifetime because iterative reconvolution 
recovered the majority of long-lived components when we set 
the emission monochromator to 650 nm, where the emission 
maximum of the AO dimer is located. According to Ito et al., 
the lifetime of the AO dimer in the PVA film was around 10 
ns.16 The relative representation of AO dimers increased with 
increasing P/D, and the maximum was recovered at around P/ 
D = 4. Then, the relative representation of AO dimers 
decreased with the increasing representation of AO oligomers. 
A triexponential function to fit data around the equivalence 
point was used because the correlation between the measured 
data and fitting parameters was poor for a biexponential 
function (Figure S2 in Supporting Information). When a 
triexponential function was used, standard deviation values 
were randomly distributed around zero (Figure S2) and the Xk 
value decreased from 2.3 to 1.2 when compared to the 
biexponential function. After the addition of the above-
mentioned concentration of surfactant (10~5 mol/L), fluo
rescence decay became monoexponential with a lifetime of 1.8 
ns. 

On the basis of the above results, the titration of acridine 
orange and PSS solution with CTAB was performed with an 
automatic titrator, and the emission spectrum of acridine 
orange was measured after every addition of surfactant. We 
managed to obtain a micro- to millimolar concentration range 
with minimized human error during the preparation of such 
small concentrations and the pipetting of such small volumes. 
From the plot of fluorescence intensity as a function of CTAB 
concentration, it is obvious that after the addition of a 
micromolar concentration the fluorescence intensity increased 
(Figure 9a). The increase in fluorescence intensity means that 
monomeric surfactant molecules replaced acridine orange 
dimers. These assumptions are confirmed in a plot of the 
monomer: dimer fluorescence intensity ratio as a function of 
CTAB concentration (Figure 9b). The monomer/dimer 
fluorescence intensity ratio increased after the first addition of 
surfactant until this ratio stabilized. The stabilization suggests 
the replacement of most of the AO dimers with surfactant 
molecules. Figure 9b suggests that the monomendimer ratio 
was stable after the addition of more than 1 X 10"5 M 
concentration of surfactant. This means that, as suggested in 
Figure 9a, the decrease in fluorescence intensity was caused by 
the dilution of the sample while the system was titrated by the 
surfactant. 

3.4. Comparison of the Two Polyelectrolytes. A 
comparison of Figures 4 and 8a shows that labeling the two 
polyelectrolytes with acridine orange initially followed the same 
pattern (at low values of P/D) except for the first two or three 
points where the polymer concentration was very low, when 
the fluorescence intensity decreased with increasing P/D, and 
the absorbance ratio of dimenmonomer decreased in the same 
time. After the equivalence (saturation) point was reached, the 
fluorescence intensity in the case of PSS (the polyelectrolyte 
with higher charge density) started to increase and the 
dimenmonomer ratio decreased, which corresponded to the 
increasing number of AO bound in monomeric form to the 
increased number of available sulfonate groups. In the case of 
hyaluronan, the polyelectrolyte with low charge density, the 

8732 dx.doi.org/10.1021/la50201 Is I Langmuir 2014, 30, 8726-8734 

http://dx.doi.org/10.1021/la50201


Langmuir Article 

a) 4E+06 

3E+06 -
a. o Sample 

g 2E+06 -I w l l h o L J t 

£ 1E+06 -

0E*00 

CTAB 

V 
1E-07 1E-06 1E-05 

[CTAB] mol/L 

1E-M 

b) 10 

8 

S 4 -

2 • Sample without 
CTAB 

1E-07 1E-06 1E-05 
[CTAB) mol/L 

1E-M 

Figure 9. (a) Plot of the acridine orange fluorescence intensity as a 
function of increasing C T A B concentration, (b) Plot of the A O 
monomer/dimer fluorescence intensity ratio as a function of surfactant 
concentration. The concentrations of A O and PSS were held constant 
in all samples. 

situation above the equivalence point was more complex The 
fluorescence intensity showed a second minimum accompanied 
by a maximum in the dimenmonomer ratio dependence. This 
was probably caused by overlapping hydrated biopolymer 
chains and related microrheological effects at high hyaluronan 
concentrations. In the hyaluronan-containing systems, no 
fluorescence characteristics (either stationary or time-resolved) 
corresponding to the AO dimer were detected. In these 
systems, AO dimer fluorescence was quenched by effects of the 
dimer microenvironment, and dimer existence could be 
followed by absorption spectroscopy only. Both hyaluronan-
and PSS-based systems prepared at the equivalence point 
composition responded to the addition of CTAB already at 
very low concentrations. The fluorescence intensity increased in 
comparison to both the surfactant-free system and with 
increasing surfactant concentration, and at the same time, the 
proportion of AO dimer decreased (which was more 
pronounced for the PSS-based systems). This demonstrated 
interactions between (AO-labeled) polyelectrolyte and surfac
tant. The changes in spectroscopic characteristics with 
surfactant concentration leveled off at a CTAB concentration 
of about 3 X 10"5 M for hyaluronan and 4 X 10"6 M for PSS, 
which are believed to correspond to the replacement of AO by 
the surfactant. These concentrations can be viewed as kinds of 
critical aggregation concentrations determined by the fluo
rescence method; as expected on the basis of charge density, 
the value for the PSS-based system was significantly lower than 
that for the hyaluronan-based system. These conclusions are 
also supported by the experiments with pyrene mentioned 
above and are illustrated for hyaluronan in Figure S3 and for 
PSS in Figure S4 in the Supporting Information. At the stated 
concentrations, the pyrene excitation polarity index started to 
decrease, indicating the formation of aggregates with hydro
phobic domains. The value for PSS was significantly lower than 
characteristic values reported in the literature on the basis of 

surface tension measurements, but the value for hyaluronan 
was in excellent agreement with the critical binding 
concentration determined from NMR self-diffusion measure
ments.30 The fluorescence method presented in this work, like 
the NMR measurements, is more sensitive to interactions on 
the molecular level than methods such as surface tension. 

4. CONCLUSIONS 
Acridine orange was used as a fluorescent label attached to 
oppositely charged functional groups of biopolymer or 
synthetic polyelectrolyte—hyaluronan and polystyrenesulfonate, 
respectively. The labeling changed the fluorescence and 
absorption properties of dye molecules due to the formation 
of AO dimers. The ratio of the number of polymer binding sites 
to the number of dye molecules (P/D) at the equivalence point 
was determined at the point of the fluorescence intensity 
minimum. In the case of hyaluronan, a second minimum was 
detected at a much higher P/D value, probably caused by 
hyaluronan conformational changes at high concentrations. The 
dissociation of the AO dimer upon the addition of surfactant to 
the system corresponding to the equivalent P/D value was then 
used to study polymer—surfactant interactions. The interactions 
between hyaluronan and AO or surfactant were found to be 
weaker than the interactions with polystyrenesulfonate, 
probably due to the high hydration of hyaluronan chains. 
Critical aggregation concentrations of CTAB determined by the 
fluorescence method were 3 X 10~5 M for hyaluronan and 4 X 
10~6 M for PSS. In the presence of both polyelectrolytes, 
surfactant molecules were pulled into the solution before the 
critical micelle concentration was reached. The formation and 
dissociation of acridine orange dimer exhibited the formation of 
the bottle-brush structure caused by the adsorption of 
surfactants on the polyelectrolyte chain. 
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The degradation of hyaluronan of four molecular weights in aqueous solutions containing sodium azide 
as a protectant was studied by SEC-MALLS determination of molecular mass and polydispersity and 
conformation parameters. The solutions were stored either at laboratory or refrigerator temperatures for 
up to seven months. After this time the molar mass decreased in 9-15% (room temperature) or 5-10% 
(fridge) depending also on the storage conditions of solid samples from which the solutions were pre
pared. Two degradation phases were observed at room temperature conditions. Two kinetic models were 
employed to fit the data - zero order and exponential with no statistical preferences of any of them. The 
polydispersity of all samples was low and remained unaltered during the whole degradation at both 
temperatures which indicates non-random mechanism of degradation. 

© 2014 Elsevier Ltd. Al l rights reserved. 

1. Introduction 

One of the most important polysaccharide originated in 
mammal body is sodium salt of hyaluronic acid (HA). Its importance 
strongly increased in the last two decades. A lot of studies have 
focused on its physical-chemical behaviour, role in tissue, cell 
proliferation and developed ways how to use this polysaccharide in 
wound healing, drug delivery system, anti-ageing application and 
so on. 

Hyaluronan is a linear natural polysaccharide of the glycos-
aminoglycans family. Its chemical structure comprises disaccharide 
units composed of D-glucuronic acid and N-acetyl-D-glucosamine, 
which are alternatively linked through 1,3 and 1,4 glycosidic bonds 
m 

Different molar mass hyaluronan has different role in body. For 
example high molar mass hyaluronan organizes extracellular ma
trix and low molar mass hyaluronan can be found in injured tissue 
or in certain tumours [2,3], This means, that high molar mass 
hyaluronan in human body reflects normal tissue, but low molar 
mass hyaluronan reflects damaged or stressed tissue [4], 

For the above mentioned reasons many scientific groups re
ported studies how to influence hyaluronan molar mass or what 
can cause its degradation. Most of methods how to cleave 

* Corresponding author. Tel.: +420 541149411. 
E-mail address: simulescu@fch.vutbr.cz (V. Simulescu). 
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hyaluronan is summarized in review from Stern et al. published in 
2007 [4]. They describe enzymatic degradation and non-enzymatic 
degradation of hyaluronan. Enzymatic degradation seems to be 
most suitable for preparation of hyaluronan fragments with lower 
molar mass. One of the important reasons is scission of the glyco
sidic linkages exclusively without modification of primary structure 
of hyaluronan. 

Low or high pH conditions have obvious effect on hyaluronan. 
Hydrolysis occurs in acid solution on the glucuronic acid residue 
and the hemiacetal ring remains. In basic solution, hydrolysis oc
curs on N-acetylglucosamine residue. The hydrolysis obeys first 
order kinetics [5]. Other important observation suggested that 
random chain scission occurs during hydrolytic degradation [1,5,6]. 
As well as random chain scission occurs during hydrolytic degra
dation, the same mechanism was proposed for thermal degradation 
of hyaluronan [7,8]. The opposite conclusion to hydrolysis and 
thermal degradation was made to ultrasonication. Hyaluronan 
degrades in a non-random way when exposed to ultrasound 
resulting in a bimodal molar mass distribution [9]. Ultrasonication 
is preferable to other applied degradative procedures (i.e. conven
tional heating and microwave irradiation), because ultrasonication 
can reduce molar mass up to 100 kDa without significant changes 
in primary structure of hyaluronan [10], 

Other possible ways of hyaluronan degradation can be pre
sented, such as interaction with hydrogen peroxide [11 ], ozone [12], 
singlet oxygen and so on, but it would be beyond the scope of this 
paper and all of these methods are summarized in the review by 

http://www.elsevier.com/locate/polydegstab
mailto:simulescu@fch.vutbr.cz
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Stern et al. [4] or some of these aspects are also in the review from 
Lapcik et al. [1 ]. Hyaluronan is a strongly hydrophilic molecule [13]. 

There is very little information on the stability of hyaluronan 
molecular mass in solutions after hyaluronan powder is dissolved 
in water. In other words, little information on degradation of hya
luronan solutions prepared and stored in laboratory for various 
purposes. This is the first report on this issue. 

2. Materials and methods 

The degradation of hyaluronan samples of four different molar 
masses was studied by SEC-MA11S technique in order to observe 
the changes of molar mass, polydispersity and polymer confor
mation in time. All hyaluronic acid samples which were at disposal 
for this study were obtained from Contipro (Czech Republic) where 
were produced by fermentation (Streptococcus equi., subsp. 
Zooepidemicus bacterial strain). The product names and their 
actual weight averaged molar masses, given by the producer who 
had measured it also with SEC-MA11S when the fresh solid powder 
of hyaluronan was obtained by fermentation, were as follows: 

- HA 1 MDa: M w = 1 MDa; 
- HA 0.75 MDa: M w = 752 kDa; 
- HA 200-300 kDa: M w = 267 kDa; 
- HA 10-150 kDa: M w = 17 kDa. 

These solid materials were kept in different conditions before 
used for this study and were thus subjected to some potential 
degradation in the solid state: 

- HA 1 MDa: 6 years old, kept in the fridge (5—7 °C) during this 
period; 

- HA 0.75 MDa: one year old, kept in fridge during this period; 
- HA 200—300 kDa: one year old, kept in desiccator at room 

temperature during this period; 
- HA 10—150 kDa: the powder was obtained just few weeks 

before this study and kept in fridge prior to analysis. 

Thus also some information on the degradation during the 
storage in the solid state could be obtained besides the main goal — 
study of degradation in solution. 

The SEC-MA11S equipment used in the present work was pro
duced by Wyatt (USA; the detector part) and by Agilent (USA; the 
chromatography part). It included MA11S detector (Dawn Heleos 
II), viscometric detector (ViscoStar II) and RI detector (Optilab T-
rEX). The multi angle laser light scattering detector had 18 angles of 
detection, ranging from 10° to 160°. Astra 6 software package was 
used for data collection and analysis. 

The chromatograph contained degasser, isocratic pump, auto-
sampler, column for size exclusion chromatography (one PI 
aquagel-OH MIXED-H 8 urn P11149-6800 produced by Agilent was 
used), and thermostat. The mobile phase used was 0.1 M NaN03 
aqueous solution, containing 3 mM NaN3 to prevent microorganism 
growing. Sodium azide is commonly used protectant of hyaluronan 
solutions. All SEC-MA11S measurements were performed at 25 °C. 

The solutions of hyaluronic acid were prepared with the same 
solvent as the mobile phase. We used solutions of different con
centrations, ranging from 1 mg/ml for high molar mass samples 
hyaluronan up to 5 mg/ml for low molar mass samples. 

SEC-MAILS technique allows: 

- the separation of different polymeric compounds (fractions) 
according to their molar masses 

- the determination of absolute molar mass averages from 102 Da 
to 109 Da 

- the calculation of polydispersity 
- the determination of the root mean square radius (RMS), also 

known as "radius of gyration" (RG) 
- the determination of conformation plot and Mark-Houwink-

Sakurada (MHS) plot 

From the slope of the conformation plot RMS =f[Mw) the shape 
of the polymer can be found [14—16], The shape of the polymer can 
be obtained as well from Mark-Houwink-Sakurada plot [14,17—20]. 

For molar mass calculation Zimm model was used [21,22], The 
refractive index increment (dn/dc) value used to calculate the molar 
mass was 0.165 ml/g [23,24]. 

3. Results and discussions 

As noted in the preceding section, the degradation of hyalur
onan samples could occur first in the solid state during the storage 
of the powdered samples before this study and then occurred in 
aqueous solutions prepared for this study. The degradation in the 
solid state really occurred, except for HA 10—150 kDa (the shortest 
storage in the solid state), as was confirmed by the SEC-MA11S 
analysis of the fresh prepared solutions which served as initial 
points for this study (Table 1). 

The degradation in the solid state expressed as the molar mass 
loss relatively to the value given by the producer was as follows: 
47.4% for HA 1 MDa, 15.8% for HA 0.75 MDa, 34.2% for HA 
200—300 kDa. The degradation corresponds to the storage condi
tions as expected — higher molar mass loss is observed for the 
longer storage and/or for the storage at higher temperature. From 
these values an overall degradation rate of solid preparations could 
be estimated in %/year: 7.9 for HA 1 MDa, 15.8 for HA 0.75 MDa, 34.2 
for HA 200—300 kDa. We will come back to degradation kinetics 
below but it is clear that the degradation is faster during the storage 
at laboratory temperature. 

As an example, the SEC-MA11S record obtained for the fresh 
solution of HA 10—150 kDa sample is shown in Fig. 1 (in this case 
concentration was 2.5 mg/ml). The standard deviation of the results 
obtained with SEC-MA11S for the same sample at the same con
ditions was around 1%. 

After measuring the fresh solutions, an amount of the prepared 
solutions was kept at room temperature, and other amount was 
kept in the fridge. The solutions were then analyzed after one week, 
one month, 3, 5 and 7 months (the low molar mass samples were 
also measured at one month and a half). In Table Sl(supplementary 
information) are the values of weight average molar mass (Mw) and 
mass loss for all solutions measured at different periods. 

At room temperature, we observed an exponential or perhaps 
hyperbolic decrease of Mw in time (Figs. 2 and 3). We can see that 
after certain period of fast decrease of molar mass, the degradation 
rate at room temperature is very small. 

After more than 90 days in the fridge, only a small decrease in 
molar mass was observed, especially for the samples with higher 
molar masses. The values of molar mass found after 90 days for the 
samples kept in the fridge were still higher than the values of molar 

Table 1 
Weight averaged molar mass (Mw) and polydispersity determined for fresh hya
luronan solutions. 

Sample name Mw Polydispersity 
kDa 

HA 1 MDa 526 1.20 
HA 0.75 MDa 633 1.30 
HA 200-300 kDa 176 1.25 
HA 10-150 kDa 17.1 1.10 
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Fig. 1. SEC-MALLS record obtained for fresh solution of the HA 10-150 kDa sample. 

mass found for the samples kept at room temperature. This proved 
that the degradation is much slower for the samples kept in the 
fridge than for the same samples kept at room temperature, in 
accord with Arrhenius law. 

The conformation plots for HA 1 MDa, HA 0.75 MDa and HA 
200—300 kDa (given as an example in Fig. 4) samples at different 
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Fig. 2. The degradation of HA 0.75 MDa (a) and HA 1 MDa (b) in time at room tem
perature and in the fridge. 
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Fig. 3. The mass decrease of HA 10-150 kDa (a) and 200-300 kDa (b) in time at room 
temperature and in the fridge. 

periods, at room temperature and in the fridge, gave the value of a 
coefficient between 0.5 and 0.7. This value indicates that the 
polymer shape is random coil and it was not changed during 
storage and degradation during the storage. 

The Mark-Houwink-Sakurada plots (MHS, example see Fig. 5) 
confirmed the random coiled shape of HA 1 MDa, HA 0.75 MDa and 
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10° 10° 
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Fig. 4. The conformation plot of HA 1 MDa and HA 200-300 kDa fresh solutions. 
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Fig. 5. MHS plot for HA 0.75 MDa and HA 200-300 kDa fresh solutions. 

HA 200—300 kDa samples. For these samples the coefficients found 
from the MHS slopes (a) showed values ranging from 0.5 to 0.8 as 
expected for random coiled polymers. 

In the case of the shortest hyaluronan chains, sample HA 
10-150 kDa, the coefficients found from the MHS plot (Fig. 6) 
showed different values, between 1.2 and 1.54, not changing during 
the storage. All the coefficients found from MHS plot for HA 
10—150 kDa are higher than for the other hyaluronan samples 
analyzed. 

The maximum value of this coefficient for random coiled poly
mer is 0.8 and the value expected for rigid rod is 1.8. MHS thus 
proved that the shape of HA 10—150 kDa is between random coil 
and rigid rod. The results obtained from MHS plot for HA 
10—150 kDa samples were also confirmed by the conformation plot 
(example see in Fig. 7). In this case the very low molar mass does 
not allow the formation of random coil conformation. In other 
words, the polymer of a very low molar mass is too short to form a 
random coil conformation, and for this reason it behaves more like 
a rod. This behaviour is not changed during the storage, naturally. 
MHS and conformation plots are collected in Supplementary in
formation (Figs. SI—7). 

The curves given in Figs. 2 and 3 clearly show kinetic differences 
between the storage at room temperature and in the fridge. The 
degradation at the room temperature occured in two phases —fast 
phase followed by slow phase. In fridge the degradation resulted in 
essentially linear or slightly curved decrease of molar mass. 

S ioo 

10 

I . . . . 
• fresh solution 

1 1 • i i 

• 8 days (room temperature) 
a 97 days (fridge) 

i . . . . 
104 2x10" 3x10* 

Molar mass (g/mol) 
4x10' 5x10* 

Molar mass (g/mol) 

Fig. 7. The conformation plot for HA 10—150 kDa stored at room temperature after 218 
days. 

However, the slight curvature shows that it cannot be excluded that 
after yet longer period the second phase will appear also for the 
fridge-stored solutions. According to Tokita and Okamoto [5], 
degradation of hyaluronan obeys first order kinetics. Dependencies 
of molar mass on time, determined in samples kept at room tem
perature, may suggest exponential decay of the first order kinetics. 
By plotting the data in the form of linearized first order kinetic 
equation, 

lnMM -kt + In M w0 (1) 

we found out that dependencies are not linear (fc is the slope, t is 
the time, Mwo is the initial molar mass at zero time). 

We proposed two degradation models for the rate of hyaluronan 
degradation. First model was based on fitting straight lines through 
data points shown in Figs. 2 and 3. In the case of room temperature 
degradation, two linear fits were applied — one for each of the two 
detected phases. In fact, this is a zero order kinetic model (two such 
models in the case of the room temperature storage) — the linear 
decrease of molar mass: 

Mw = Mw0 + k0t 

gives by differentiation: 

dM w . 
= kn dt 

(2) 

(3) 

Table 2 
Parameters of kinetic models, adjusted R-square values and time of the end of the 
first degradation phase (te). Samples stored at room temperature* and in the 
fridge". 

Sample name 10-150 kDa 200-300 kDa 0.75 MDa 1 MDa 

Fig. 6. MHS plot for HA 10—150 kDa samples at different periods of storage. 

-6.2 x 10 -4 -1.3 X io- 3 -8.3 x io - 4 -2.2 x io - 3 

adj. R-squareexp 0.97 0.96 0.96 0.95 
Mmf(kDa) 15.2 160 540 450 
Mm{kDa) 
km (kDa rr 1) 

1.8 16 97 80 Mm{kDa) 
km (kDa rr 1) -7.6 x 10 -4 -1.2 x io- 2 -6.8 x io- 2 -9.4 x io- 2 

kJ2(kDa tr 1) -2.2 x 10 -4 -1.1 X io- 3 -1.0 x io- 2 -2.6 x io- 3 

te(h) 1073 1022 808 706 
adj. R-squareJi 0.78 0.99 0.89 1.00 
adj. R-squareS2 0.80 0.98 0.78 0.94 
C(kDa tr 1) -2.2 x 10 -4 -2.9 x io- 3 -1.1 X io- 2 -1.1 X io- 2 

adj. R-squareJ* 0.85 1.00 0.98 0.99 



V. Simulescu et al. / Polymer Degradation and Stability III (2015) 257—262 261 

which is zero order kinetic equation with the rate constant fcrj. Rate 
constants evaluated from data are collected in Table 2. Rate con
stants for the first degradation phase at room temperature 
decreased (in absolute values) with decreasing molar mass but for 
the samples with some previous storage history (HA 1 and 
0.75 MDa and 200—300 kDa) were of the same order of magnitude 
and in two orders of magnitude higher than for the fresh sample 
(HA 10—150 kDa). Thus the age of solid preparation seems to be 
more important than its specific molar mass. Rate constants in the 
second phase at room temperature (fcca) are about 3—30 times 
lower comparing to the first stage (fcrji). 

Rate constants for the zero order model and samples stored in 
the fridge were several times lower than constants determined for 
the first stage of the storage of corresponding samples at the room 
temperature. The highest absolute values were found for the two 
samples of the highest molecular weight whereas the slowest 
degradation was found for the sample HA 10—150 kDa (fresh 
powder). In the latter case the dependence of Mw on time was 
slightly curved but the linear fitting was still acceptable at least for 
the purpose of comparison. For the sample HA 200—300 kDa no 
degradation was observed during the first 100 days. Calculation of 
degradation rate constant of this sample was thus based on two 
points only for the sake of comparison. 

The second degradation model, applicable only for samples 
stored at the room temperature, was designed empirically taking 
into account the exponential decrease of the molar mass: 

M w = M r o + Mdiffe-kt, (4) 

where the parameter represents the theoretical asymptotic 
value at t->oo (=>e~°° —>0=>Mw->Mco) and the second parameter 
Mdiff represents the difference between the initial molar mass and 
the asymptotic value. Fit of M w =/(t) with equation (4) yields the 
overall rate constant k. Parameters of the second model determined 
by data fitting are summarized in Table 2. The rate constants of the 
two models cannot be compared due to the differences in their 
units. However, the highest value of the overall rate constant was 
found for the sample HA 1 MDa whereas the lowest value for the 
sample HA 10—150 kDa as in the case of zero order model in the 
first phase. Comparison of adjusted R-squares determined by Origin 
software indicates no clear preference of one of the two models. 

If the degradation of solid samples given in the beginning of this 
section (%/year) is recalculated to kDa lost per hour the resulting 
numbers are between the absolute values of fcoi and fco2 of corre
sponding samples. Probably also in the solid state storage two 
degradation phases can be expected. Thus the solid sample HA 
1 MDa was already in the second phase whereas the samples HA 
200-300 kDa and 0.75 MDa in the transition between the two 
phases. 

The polydispersity of all samples remained practically unaltered 
during the storage degradation. This indicates that the degradation 
could not proceed via random scission of hyaluronan chains to 
fragments of various lengths which is usually the mechanism of 
chemical, non-enzymatic breakdown [4], We can therefore hy
pothesize that the observed degradation was caused by residual 
microbial exo-products released and contained in aqueous medium 
(or as production residue in the solid sample) before the addition of 
protectant. 

All chains were progressively degraded in a synchronous way by 
releasing very small fragments which were not detected in SEC-
MALLS technique. Actually, the RI detector showed some very 
small fluctuations of the baseline at retention times behind the 
light scattering peak (around 0.5% of sample peak intensity, see 
Fig. S8 in Supplementary information) which can indicate presence 

of these fragments (but it could be also a consequence of noise or 
impurities coming from the column). 

This would also explain the relatively small decrease of molec
ular weight and the significant deceleration of degradation 
observed in the second phase during the storage at laboratory 
temperature — the degrading agents were mostly consumed in the 
first phase. 

4. Conclusions 

As expected the degradation of hyaluronic acid dissolved in 
water, as evaluated by the decrease of its average molecular mass, 
was faster at room temperature than in the fridge for all samples 
analyzed in this work. After about 7 months of storage of solutions 
the molar mass decreased in 9—15% (room temperature) or 5—10% 
(fridge) depending also on the storage conditions of solid samples 
from which the solutions were prepared. Thus, on average, the 
decrease of hyaluronan molar mass during storage of its solutions 
in water (added with antimicrobial agent) was relatively small even 
after several months. The storage conditions of solid hyaluronan 
used to prepare solutions seem to outweigh the effect of molecular 
mass on the degradation rate. 

At room temperature the degradation showed two phases — fast 
initial phase followed after 1—1.5 month by slow phase. The data at 
the room temperature could be satisfactorily fitted by two kinetic 
models — two-part zero order model and exponential model. The 
data collected for the fridge storage showed essentially a linear 
decrease of molecular mass with time and were fitted with single 
zero order model. 

From the conformation and Mark-Houwink-Sakurada plots, the 
random coiled shape was confirmed for all samples except the 
sample of the lowest molecular mass and was retained during the 
degradation. The conformation of the sample of the lowest mo
lecular mass (17 kDa) was found to be between random coil and rod 
and also retained during the degradation. 

The polydispersity of all samples was low and remained unal
tered during the whole degradation at both temperatures. This 
excludes random scission mechanism of degradation. 
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A B S T R A C T 

The degradation of hyaluronan (HA) of different molecular weights (M w 14.3, 267.2 and 1160.6kDa, 
measured for fresh solutions, before degradation) was studied in aqueous solutions by SEC-MALLS deter
mination of molecular mass, polydispersity and conformation parameters. The solutions were stored 
either at laboratory or refrigerator temperatures for two months. After this period the weight average 
molecular weight decreased by 90% for 14.3 kDa, 95% for 267.2 kDa and 71% for 1160.6 kDa hyaluro
nan (room temperature) or 5.6% for 14.3kDa, 6.2% for 267.2kDa and 7.7% for 1160.6kDa hyaluronan 
(refrigerator temperature). 

The hyaluronan aqueous solutions studied did not contain sodium azide or other protectants against 
microorganisms, because the aim of our study was to assess the degradation in solutions to be used in 
medicine or cosmetics (without any compounds that are poisonous or toxic for the human body). The 
solvent used to prepare the samples was pure water. 

The polydispersity of all the samples remained unaltered during the entire degradation at both tem
peratures. This indicates a non-random mechanism of degradation. 

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved. 

Hyaluronan (HA) is a linear natural polysaccharide of the 
glycosaminoglycans family. Its chemical structure comprises 
disaccharide units composed of p-D-glucuronic acid and N-
acetyl p-D-glucosamine, which are alternately linked through 
(1 -> 3) and (1 -> 4) glycosidic bonds [->4)-f3-D-GlcA-(l -> 3)-f3-D-
GlcNAc-(l^] (Lapcik, De Smedt, Demeester, & Chabrecek, 1998). 
Hyaluronan occurs naturally in the synovial fluid that surrounds 
the joints. It is one of the most important polysaccharides origi
nated in mammalian bodies. Hyaluronic acid has many applications 
in medicine and cosmetics. The consistency of hyaluronan becomes 
thinner in individuals with osteoarthritis. Hyaluronic acid has been 
used for osteoarthritis treatment, by direct injection into the knee 
joint. 

It is important to know details of hyaluronic acid degradation 
in aqueous solutions to be used in medicine and cosmetics, with
out any protection against microorganisms. In other words, it is 
important to know how long such solutions can be stored without 
significant degradation of the polymer. 

* Corresponding author at: Faculty of Chemistry, Brno University of Technol
ogy, Materials Research Centre, Purkynova 118, 612 00 Brno, Czech Republic. 
Tel.: +420541149411. 

E-mail address: simulescu@fch.vutbr.cz (V. Simulescu). 

http://dx.doi.Org/10.1016/j.carbpol.2015.10.101 
0144-8617/O 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved. 

Hyaluronic acid of different molecular weight plays differ
ent roles in the human body. High molecular weight hyaluronan 
organizes the extracellular matrix, while low molecular weight 
hyaluronan can be found in injured tissues or in tumours (Qhattal 
& Liu, 2011; Noble, 2002; Stern, Kogan, Jedrzejas, & Šoltés, 2007; 
Kogan, Šoltés, Stern, & Gemeiner, 2007). For this reason it is impor
tant to study the degradation of both high and low molecular 
weight hyaluronan in aqueous solutions without the addition of 
other compounds which prevent the growth of microorganisms 
(such as sodium azide). 

In our study we used three hyaluronan samples of different 
molecular weight: 

- HA 90-130 kDa (Producer determined weight average molecular 
weight M w = 117 kDa) 

- HA 300-500 kDa (Producer determined weight average molecu
lar weight M w =458 kDa) 

- HA 1750 kDa (Producer determined weight average molecular 
weight M w = 1669 kDa) 

All samples studied were produced by Contipro, Czech Republic. 
Many research teams have reported on studies of hyaluronic acid 
degradation (Lapcik et al., 1998; Tokita & Okamoto, 1995; Reed 
& Reed, 1989; Bothner, Waaler, & Wik, 1988; Řeháková, Bakoš, 

http://www.elsevier.com/locate/carbpol
mailto:simulescu@fch.vutbr.cz
http://dx.doi.Org/10.1016/j.carbpol.2015.10.101
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Table 1 
Number and weight average molecular weight and polydispersity (Mw/M„) deter
mined for fresh hyaluronan solutions. 

HA 90-130kDa 
16 

Sample name M„ kDa Mw kDa Mw/M„ 

HA 90-130 kDa 10.6 14.3 1.35 
HA 300-500 kDa 250.8 267.2 1.07 
HA 1750 kDa 1132.3 1160.6 1.03 

Soldán, &Vizárová, 1994; Vercruysse, Lauwers,& Demeester, 1995; 
Dřímalová, Velebný, Sasinková, Hromádková, & Ebringerová, 2005). 
However, there is little information on the stability of hyaluronan 
degradation in aqueous solutions stored in laboratories for various 
purposes. 

Hyaluronan degrades in a non-random way when exposed to 
ultrasound (Vercruysse et al., 1995; Dřímalová et al., 2005). We 
observed the same for the long-term degradation of hyaluro
nan in aqueous solutions, in our previous studies (Mondek, 
Kalina, Simulescu, & Pekař, 2015; Simulescu, Mondek, Kalina, & 
Pekař, 2015; Mondek, Simulescu, & Pekař, 2014) and also in the 
present study; the polydispersity of all samples remained unaltered 
throughout the entire degradation, at both temperatures (room 
temperature and refrigerator temperature). This excludes the ran
dom scission mechanism of degradation. 

We studied the degradation of hyaluronic acid by molecular 
weight determination, using the SEC-MALLS method (Zimm, 1948; 
Wyatt, 1993). All SEC-MALLS measurements were performed at 
25 °C. The solutions of hyaluronic acid were prepared with pure 
water. The mobile phase used was 0.1 M NaN03 aqueous solution. 
All the measurements were repeated at least four times, for each 
period of degradation, as well as for the fresh solutions. 

The SEC-MALLS method allows the determination of molecu
lar weight, polydispersity and polymer conformation. The shape 
of the polymer can be obtained from a Mark-Houwink-Sakurada 
plot (Harding, 1992; Wagner & Verdier, 1978; Han, 1979; Hiemenz 
& Timothy, 2007; Harding, 1997). For molecular weight calculation 
the Zimm model was used (Zimm, 1948; Wyatt, 1993). The refrac
tive index increment (dn/dc) value used to calculate the molecular 
weight was 0.165 mL/g(Huglin, 1989; www.wyatt.de, 2015). 

When the fresh solutions of the samples were measured, lower 
molecular weight values were obtained for all samples studied 
(Table 1). 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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Fig. 2. The weight average molecular weight decrease of HA 90-130 kDa at room 
temperature and refrigerated. 

The degradation of hyaluronan samples first occurred in the 
solid state during the storage. A significant difference was observed 
when the values obtained for the fresh measured solutions (Table 1) 
were compared with the weight average molecular weight val
ues given by the producer. For example, for the highest molecular 
weight hyaluronan studied here (HA 1750 kDa), the mass loss in 
powder form during the storage was 34% of the initial value. It 
should be mentioned that all solid materials were kept at refrig
erator temperature prior to analysis (4°C). After measuring the 
fresh hyaluronic acid solutions, a quantity of the prepared solu
tions was kept at room temperature and another quantity was kept 
in the refrigerator. Several chromatograms obtained by using the 
SEC-MALLS method for the analyzed samples are shown in Fig. 1. 

The difference in the intensity of the peaks shown in Fig. 1 
was caused by M w and concentration. We used a concentration of 
5 mg/ml for HA 90-130 kDa and for HA 300-500 kDa samples, and 
a concentration of 1 mg/ml for HA 1750 kDa sample. 

At room temperature the degradation showed three phases 
(Figs. 2-4): 

Molar Mass vs. time 

HA90-130kDa fresh solution 
HA 300-500kDa 63 days room temperature 

HA 300-500kDa 8 days room temperature 
HA 1750kDa 57 days room temperature 

1.0x10 

1000.0' 
10.0 

time (min) 
15.0 

Fig. 1. Examples of chromatograms obtained with SEC-MALLS for some of the analyzed samples. 
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Fig. 3. The weight average molecular weight decrease of HA 300-500 kDa over time. 
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Fig. 4. The weight average molecular weight decrease of HA 1750 kDa at room 
temperature and refrigerated. 

- first phase of moderate degradation (up to 8-11 days) 
- fast molecular weight decrease (over 11 days) 
- the weight average molecular weight plateau (over 40 days for 

HA 90-130 kDa and HA 300-500 kDa, and over 60 days for the 
HA 1750 kDa sample) 

The degradation of the HA 90-130 kDa sample at room tem
perature showed a plateau in the first 8 days. The weight average 
molecular weight measured after 8 days (Table 2) was lower by 
only 0.1 kDa than the weight average molecular weight initially 
measured for its fresh solution. 

The HA 90-130 kDa sample was the most stable to degradation 
out of all the samples used in the present study. After around 10 
days at room temperature, the microorganisms were developed 
enough to degrade the polymer very rapidly, up to a weight 
average molecular weight of 1.7 kDa after 35 days and of 1.4 kDa 
after 60 days (a percentage change in weight average molecular 
weight - the percentage of hyaluronan degradation between initial 

measured weight average molecular weight and M w measured 
after 60 days - of 90% of the initial value). 

For the HA 300-500 kDa sample we observed a faster degrada
tion (percentage change in weight average molecular weight of 95% 
of the initial value after only 35 days). For the HA 90-130 kDa and 
HA 300-500 kDa samples the degradation had almost stopped after 
40 days, and it showed a second plateau (Figs. 2 and 3). 

In the case of HA 1750 kDa sample (Fig. 4), the degradation 
was slower at the beginning (percentage change in weight average 
molecular weight of only 15% of the initial value after 30 days). Its 
degradation increased later, and it showed a percentage change in 
weight average molecular weight of 71% of the initial value after 60 
days. The second plateau for HA 1750 kDa was reached after more 
than 2 months of storage at room temperature. 

On the other hand, the percentage change in weight average 
molecular weight in the refrigerator after 60 days was very small 
in comparison with the mass loss observed at room temperature: 

Mark-Houwink-Sakurada Plot 

• HA 300-500kDa fresh so lu t ion • HA 300-500kDa 8 days room temperature 
• HA 300-500kDa 37 days room temperature • HA 300-500kDa 63 days room temperature 
• HA 300-500kDa 63 days fr idge • HA 1750kDa 30 days room temperature 

HA 1750kDa 57 days room temperature  

1000.0= 

E 
J* 

100.0= 

IO.O-

Mark-Houw ink-Sakurada properties 

a K = (4.890 ± 0.006) e-1 mL/g, a =(5.913 ±0.001) 9-1 
a K = (3.918 ±0.016) e-1 mL/g, a = (6.140 ± 0.003) e-1 
a K = (7.439 ± 0.120) e-3 mL/g, a = (9.164 ± 0.016) e-1 
a K = (2.497 ± 0.003) e-3 mL/g, a = 1.037 ± 0.000 
a K = (2.794 ± 0.004) e-1 mL/g, a = (6.381 ±0.001) e-1 
a K = 1.019 ± 0.002 rrt/g, a = (5.244 ± 0.001) e-1 
• K = (8.939 ± 0.061) e-2 mL/g, a = (7.243 ± 0.005) e-1 
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1.0x10 

1 III 
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Fig. 5. MHS plots of the HA 300-500 kDa and HA 1750 kDa samples. 
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Table 2 
Number and weight average molecular weight determined after different periods of degradation for the samples studied. 

Sample name 
Molecular weight 

HA90-130kDa 
M„ (kDa) 

HA 90-130 kDa 
M w (kDa) 

HA 300-500 kDa 
M„ (kDa) 

HA 300-500 kDa 
M w (kDa) 

HA 1750 kDa 
M„ (kDa) 

HA 1750 kDa 
M w (kDa) 

Room temperature 
8 days 10.5 14.2 199.2 244 982.4 1008.4 
1 month 1.4 1.7 7.9 13.6 950.9 983.4 
2 months 1.1 1.4 6.5 12.6 244 332.2 

Refrigerated 
1 month 9.9 13.6 196.3 264.4 1082.2 1112.7 
2 months 8.3 13.5 192.7 250.7 1027.1 1071.1 

- 5.6% of the initial value for HA 90-130 kDa 
- 6.2% of the initial value for HA 300-500 kDa 
- 7.7% of the initial value for HA 1750 kDa 

Even without any protection against microorganisms, the 
hyaluronan solutions could be stored in the refrigerator for 60 days 
without significant weight average molecular weight change. The 
degradation is much slower for the samples kept in the refrig
erator than for the same samples kept at room temperature, in 
accordance with the Arrhenius law, as we have also observed in 
our previous work (Simulescu et al., 2015; Mondek et al., 2014). 
The degradation is due both to the effect of temperature and 
the action of microorganisms. For a comparison with the present 
study, in the above-cited previous study we used solutions with an 
added antimicrobial agent (sodium azide); we observed a relatively 
small weight average molecular weight decrease even after several 
months (9-15% of the initial value at room temperature after 220 
days). We can state that the difference between the two studies is 
the presence or absence of degradation caused by microorganisms. 

From the Mark-Houwink-Sakurada plots, a randomly coiled 
shape was confirmed for the HA 1750 kDa samples throughout the 
entire degradation process (Fig. 5). The plot slope coefficients were 
between 0.5 and 0.8, as expected for randomly coiled polymers. 

Assessing the HA 300-500 kDa sample, we can observe that the 
random coil conformation was also proved for its fresh solution, 
for the solutions stored in the refrigerator and for the solu
tion degraded at room temperature for 8 days (MHS coefficients 
between 0.59 and 0.63). However, when the degradation was more 
rapid, after more than 8 days at room temperature (significant 

percentage change in weight average molecular weight), the HA 
300-500 kDa sample was already too short to form a random coil 
conformation, and the MHS coefficients increased more (0.91 after 
37 days and 1 after 63 days, Fig. 4). In this case the conformation of 
HA 300-500 kDa was between random coil and rod. On the other 
hand, the conformation of the HA 90-130 kDa sample was between 
random coil and rod from the beginning (Fig. 6). The coefficients 
obtained from the MHS plots were around 1 for the HA 90-130 kDa 
sample throughout the entire degradation process, because it is too 
short to allow the formation of a random coil conformation. 

In conclusion, the aqueous solutions of hyaluronic acid could be 
stored at room temperature for 8 days without protection against 
microorganisms. After this period, the microorganisms were devel
oped enough to degrade hyaluronan very rapidly (percentage 
change in weight average molecular weight of 90% for 14.3 kDa, 95% 
for 267.2 kDa and 71% for 1160.6 kDa hyaluronan after 60 days). 
In the refrigerator, the hyaluronan samples were very stable to 
degradation even up to 60 days of storage (percentage change in 
weight average molecular weight of just 5.6% for 14.3 kDa, 6.2% for 
267.2 kDa and 7.7% for 1160.6 kDa hyaluronan). 

The random coil conformation was confirmed for the HA 
1750 kDa sample throughout the entire degradation process, as 
well as for the HA 300-500 kDa sample fresh solution, stored in 
the refrigerator or degraded at room temperature, but only up 
to 8 days in this case. For the more degraded HA 300-500 kDa 
sample, and for HA 90-130 kDa, the conformation obtained from 
Mark-Howink-Sakurada plots was between random coil and rod, 
because those polymers are already too short to form a random coil 
conformation. 

Mark-Houwink-Sakurada Plot 

HA 90-130kDa fresh solut ion 
HA 90-130kDa 8 days room temperature 
HA 90-130kDa 23 days room temperature 
HA 90-130kDa 35 days f r idge  

HA90-130kDa 7 days room temperature 
HA90-130kDa 20 days room temperature 
HA 90-130kDa 24 days at room temperature 
HA90-130kDa 63 days fr idge  

100.0-

10.0-

Mark-Houw ink-Sakurada properties 
s K = (3.008 ± 0.001) e-3 mL/g, a = 1.005 ± 0.000 
a K = (3.218 ± 0.003) e-3 mL/g, a = 1.006 ± 0.000 

K = (2.459 ± 0.006) e-3 mL/g, a = 1.029 ± 0.000 
a K = (2.526 ± 0.002) e-3 mL/g, a = 1.047 ± 0.000 
a K = (3.267 ± 0.004) e-3 rrL/g, a = 1.005 ± 0.000 

K = (2.353 ± 0.009) e-3 mL/g, a = 1.044 ± 0.000 
s K = (3 .124±0 .038)e -3mL/g ,a = 1.011 ±0.001 
a K = (6.198 ± 0.012) e-3 mL/g, a = (9.349 ± 0.002) e-1 
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Fig. 6. The MHS plots for HA 90-130 kDa fresh solution and after degradation. 
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The fast deprotonation of 1-naphthol was studied in aqueous solution and in 
polymer-cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) mixtures using picosecond fluorescence spec
troscopy to study the influence of hyaluronan hydration in polymer-surfactant interactions. The 
aqueous micelle solution showed the expected change of proton transfer rate around the reported 
critical micelle concentration (~1 mM). The proton transfer rate dependence on CTAB concentration 
in the hyaluronan-CTAB and polystyrenesulfonate-CTAB systems differed significantly from that in 
the aqueous micelle solution. The dynamic study of excited state proton transfer (ESPT) revealed the 
significant influence of hyaluronan hydration in CTAB micelles. When hyaluronan-CTAB aggregates 
were formed at the CTAB concentration of 0.5 mM, a tenfold decrease in the rate of deprotonation was 
observed when compared to polystyrenesulfonate-CTAB aggregates due to hyaluronan hydration. In 
2 m M CTAB-hyaluronan aggregates, the rate of deprotonation was found to be almost two times faster 
than in the 2 m M CTAB or polystyrenesulfonate-CTAB system. Furthermore, the study of excited-state 
proton transfer of 1-naphthol confirmed that hyaluronan hydration layer penetrates into the micelle 
and changes the emission characteristics of 1-naphthol. 

© 2015 Elsevier Ltd. Al l rights reserved. 

1. Introduction 

Hyaluronan-surfactant (liposome) interactions provide a useful 
model for an anticancer drug delivery system based on hyaluro
nan sensitivity to the CD44 receptor (Di Meo et al„ 2007; Oh 
et al., 2010; Qhattal 82 Liu, 2011). Hyaluronan is a biocompati
ble and biodegradable polysaccharide consisting of disaccharide 
repeat units (p-D-(1^4)-glucuronic acid and p-N-(1^3)-acetyl-n-
glucosamine) (Lapcik, De Smedt, Demeester, 82 Chabrecek, 1998). 
Delivery systems based on hyaluronan are known to be quite 
selective for tumor cells because the CD44 receptor is overex-
pressed in cancer cells (Piatt 82 Szoka, 2008). In this model, the 
micelle likely provides a good environment for drug solubilization, 
stabilization, or controlled release, and hyaluronan provides con
trolled targeting of the drug. Hyaluronan in aqueous solution 
forms specific overlapping domains creating meshwork which is 
stabilized by specific H-bonds, water bridges and hydrophobic 
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interactions (Davies, Gormally, Wyn-Jones, Wedlock, 82 Phillips, 
1982). In combination with polarity of hyaluronan, this is thought 
to be the reason for high water-retention capacity. The hydration 
or water-retention capacity is probably one of the most impor
tant aspects of the biological functions of hyaluronan (Kucerik 
et al., 2011). Hyaluronan-cationic surfactant interactions have been 
described in many previous papers (Bjoerling, Hersloef-Bjoerling, 
82 Stilbs, 1995; Halasova, Krouska, Mravec, 82 Pekaf, 2011; Hersloef, 
Sundeloef, 82 Edsman, 1992; Thalberg 82 Lindman, 1989; Thalberg, 
Lindman, 82 Karlstroem, 1990) but, to date, no reports about the 
influence of hyaluronan hydration in hyaluronan-surfactant inter
action have been reported. It is known that polyelectrolytes, such 
as polystyrenesulfonate or hyaluronan, form so-called "pearl neck
lace" aggregates (Bjoerling et al., 1995) with surfactants due to 
the induced aggregation of surfactant molecules on polymer chain 
above certain surfactant and polymer concentrations. However, 
there is no study on interactions of pre-formed micelles (especially 
those containing solubilized hydrophobic substance) with hyaluro
nan and on the effect of the binding of polymer to the micelle. Is 
there some change in the micelle environment which affects solubi
lized species? The hydration of hyaluronan could probably change 

http://www.elsevier.com/locate/carbpol
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the conditions for solubilization; or, alternatively, the position of 
the solubilized species (such as a drug or fluorescence probe) could 
be affected. 

The excited state proton transfer of aromatic dyes has been 
widely studied in bulk water or systems such as micelles 
(Giestas et al., 2003; Mandal, Pal, & Bhattacharyya, 1998; 
Solntsev, H'ichev, Demyashkevich, & Kuzmin, 1994), proteins 
Qankowski, Dobryszycki, Lipinski, & Stefanowicz, 1998; Jankowski, 
Wiczk, & Janiak, 1995), reverse micelles (Cohen et al., 2002), 
cyclodextrins (Mondal et al., 2005; Pahari, Chakraborty, & 
Sengupta, 2011), nations (Spry, Goun, Glusac, Moilanen, & Fayer, 
2007) and polymer-surfactant interactions (Dutta et al., 2002; 
Mukherjee, Lahiri, & Datta, 2007; Sahu, Roy, Mondal, Karmakar, 
& Bhattacharyya, 2005). The excited state proton transfer fluores
cence probe 1-naphthol exhibits dual fluorescence with emission 
peaks of neutral form (NpOH) at ~350 nm and an emission peak of 
anionic form (NpO~) at ~450nm. The emission of NpO~ is domi
nant in a water environment and NpOH emission is dominant in 
a hydrophobic environment or in alcohols (Lee, Robinson, Webb, 
Philips, & Clark, 1986; Rakshit, Saha, Verma, & Pal, 2012). In bulk 
water, 1-naphthol undergoes excited state proton transfer in 35 ps 
and almost the entire excited state population is in anionic form. 
This causes an extremely low fluorescence intensity of the neu
tral 1-naphthol form. When 1-naphthol is solubilized into micelles, 
the proton transfer rate is retarded and neutral fluorescence inten
sity is significantly increased (Mandal et al., 1998). When an ESPT 
(excited state proton transfer) fluorescence probe adsorbs onto a 
polymer, the proton transfer rate changes as well as the fluores
cence intensity of its emission peaks. This phenomenon was used 
to study the hydration of some polymers such as poly N-vinyl-2-
pyrrolidone (Pal, Sundar Maity, Samanta, Saha Sardar, & Ghosh, 
2010) and polyvinyl alcohol (Kumar & Mishra, 2007). Spry et al. 
(2007) used proton transfer dynamics as a tool to study the water 
environment in nafion fuel cell membranes and in the anionic 
surfactant aerosol OT in heptane as a solvent. The rate of pro
ton transfer differed with the size of nafions or aerosol OT. The 
proton transfer was influenced by a change in the hydrogen bond
ing network of water, as the water pools were reduced in size, 
which allowed the fluorescence probe to get closer to the nonpo-
lar solvent. Das, Duportail, Richert, Klymchenko, and Mely (2012) 
studied proton transfer dynamics in anionic, cationic and non-
ionic micelles. Their results suggest that proton transfer in cationic 
micelles is the slowest because —N(CH3)3

+ headgroups inhibit the 
approach of water molecules close to the Stern layer of cationic 
micelles. 

In this study, ESPT was used to study interactions of cationic 
micelles with hyaluronan and to address the above stated ques
tions. In the first part, the formation of polymer-surfactant 
aggregates was studied. In this part, we compared a synthetic poly
mer with a higher charge density (a "stronger polyelectrolyte") 
and a hyaluronan biopolymer. However, the aim of this work was 
not to report on the formation of hyaluronan-cationic surfactant 
aggregates, because we demonstrated this in our previous study 
with acridine orange (Mondek, Mravec, Halasova, Hnyluchova, & 
Pekar, 2014). Chiefly, we wanted to characterize the usefulness 
of the ESPT of 1-naphthol in hyaluronan-surfactant interactions. 
In the second part, we studied changes to the inner environment 
of cationic surfactant micelles due to binding of hyaluronan and 
its hydration shell. This involved the use of time-resolved fluores
cence and kinetic calculations. The extreme sensitivity of ESPT to 
the presence of water molecules makes the fluorescence study of 
ESPT convenient for studying the environment of the probe and also 
polymer-micelle interactions. Again, we compared the synthetic 
polymer polystyrenesulfonate (PSS), for which there is no report of 
any significant hydration layer, with the biopolymer hyaluronan, 
which is a well-known humectant. 
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There is very little information on how is the inner part of the 
micelle influenced by the hydration layer of the attached poly
mer. The penetration of hyaluronan hydration layer into the micelle 
could significantly affect solubilized species. This is the first report 
on this issue. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

1-Naphthol and pyrene fluorescence probes, the surfactant 
cetyltrimethylammonium bromide (>99%), and sodium polystyre
nesulfonate (M w = 70kDa) were purchased from Sigma-Aldrich 
and used as received. Sodium hyaluronate (Mw = 116kDa) was 
purchased from Contipro Group s.r.o. and used as received. Stock 
solutions of surfactant and polymers were prepared in deionized 
water (PURELAB flex from ELGA LabWater). Stock solutions of flu
orescence probes were prepared in methanol. A small quantity of 
fluorescence probe solution (50u,L) was transferred to a vial and 
the solvent was gently vaporized. The concentration of 1-naphthol 
in all samples was 10 u,M. Samples were prepared by the addition 
of appropriate volumes of polymer solution, water, and surfactant 
solution to form a concentration range of surfactant from 1 x 10~6 

to 2 x 10~2 molL -1. In the pyrene study, samples were prepared 
with a constant concentration of pyrene (5 x 10~6molL_1) and 
polymer (7mg/L) and with an increasing concentration of surfac
tant ranging from 1 x 10~6 mol L - 1 to 2 x 10~2 mol L - 1 . All samples 
were stirred overnight to ensure equilibration. A low concentration 
of polymers was chosen to avoid coagulation and turbid samples. 
The pH of all samples was around 6.5. 

2.2. Fluorescence measurements 

Fluorescence spectra were measured with a Fluorolog Horiba 
Jobin Yvon spectrofluorimeter. In the case of 1-naphthol, the exci
tation monochromator was set to 300 nm and the emission scan 
was in the range of 310-580 nm. In the case of pyrene measure
ments, the excitation monochromator was set to 335 nm and the 
emission scan was set in the range of360-550 nm. For lifetime mea
surements, the 1-naphthol and pyrene samples were excited with 
301 nm nanoLED and 329 nm nanoLED, respectively, with a pulse 
width of less than 1 ns. Fluorescence decays were collected under 
magic angle polarization conditions in a Horiba Jobin Yvon Fluo-
rocube instrument using a time-correlated single photon counting 
technique (Lakowicz, 2002, 2006). Emissions were collected at 
350 nm for the neutral 1-naphthol form, 450 nm for the anionic 1-
naphthol form, and 381 nm for pyrene. A TBX-PS detector was used 
as a detection module containing all the electronics (photomulti-
plier, constant fraction discriminator) necessary to detect single 
photons with picosecond accuracy. The time range in a time-to-
amplitude converter was changed using a Fluorohub instrument. 
The typical FWHM of the system was 250 ps. The time-resolved flu
orescence decays were analyzed by iterative reconvolution and the 
fit was judged according to goodness of fit using non-linear least-
squares (NLLS) analysis with reduced Xr (Grinvald & Steinberg, 
1974; Lakowicz, 2006; Periasamy, 1988). Iterative reconvolution 
and NLLS analysis were performed in the DAS6 program with 
models for multiexponential decay with n components using the 
equation 

n 

/(t) = ^ « i e x p ( - t / r i ) (1) 
i=i 

where a, represents a pre-exponential factor which relates to the 
amount of each component present in the system and T , is the life
time of the i-th component. Time-resolved emission spectra (TRES) 



170 ;. Mondek, M. Pekaf / Carbohydrate Polymers 129 (2015) 168-174 

were constructed from the measurement of decays at multiple 
emission wavelengths and steady-state spectra according to the 
equation (Koti, Krishna, & Periasamy, 2001) 

J2i<XiWe-t/Ti{l) 

2E+06 

(2) 

where Iss represents steady-state fluorescence intensity. Time-
resolved area-normalized emission spectra (TRANES) were con
structed from TRES for time t=t according to the equation (Koti 
et al., 2001; Koti & Periasamy, 2001) 

IN(\,t)=^-I(\,t) (3) 

where S0 and St represent the area of the time-resolved emission 
spectrum at f = 0 and f = f, respectively. 

3. Results and discussion 

3.1. Steady-state fluorescence study of the CTAB and 
CTAB-hyaluronan systems 

Fig. 1 shows the steady-state emission spectra of 1-naphthol in 
water, hyaluronan, CTAB, hyaluronan-CTAB, and water-methanol 
mixtures. The fluorescence intensity ratio of neutral and anionic 1-
naphthol in water was 1:42. The addition of 2 mM CTAB increased 
the fluorescence intensity of anionic emission with a concomitant 
increase in the neutral emission peak. The NpOH:NpO~ intensity 
ratio changed to 1:16. This intensity ratio was significantly smaller 
than in bulk water, which would suggest that significant inhibition 
of the excited-state proton transfer reaction occurred due to the 
solubilization of 1-naphthol molecules into micelles. As described 
by Kim et al., 30-50 molecules of water are needed to promote the 
ESPT reaction (Kim et al., 1995). The fluorescence spectrum of 1-
naphthol in CTAB showed a major peak at 450 nm. In a hydrophobic 
environment, the emission of anionic 1-naphthol would be signif
icantly inhibited, because there are not enough water molecules 
around 1-naphthol to promote ESPT. Our observation suggests that 
1-naphthol was located in the Stern layer of CTAB micelles and 
the fluorescence spectrum was influenced by the hydration of the 
Stern layer, because, in the case of solubilization in the micelle core, 
the fluorescence intensity of neutral 1-naphthol would be signifi
cantly higher when compared to the anionic form. On the other 
hand, proton transfer was most effective in the hyaluronan system. 
The NpOH:NpO~ ratio in hyaluronan increased to 1:56. The fluores
cence intensity ratio in hyaluronan was significantly different from 
that of bulk water. The increase in proton transfer efficiency sug
gests the adsorption of 1-naphthol in the hyaluronan-bound water 

1.6E+07 

310 580 

Fig. 1. Steady-state fluorescence emission spectra of 1-naphthol in water (- -
), 7mg/L hyaluronan ( • • • ), 2mM CTAB ( - • - ) , 0.5 mM CTAB-7 mg/L 
hyaluronan (̂ — • • — ), 2mM CTAB-7 mg/L hyaluronan (^^^ ) and 80% 
methanol-water mixture ( ). The inset depicts the range of neutral 1-naphthol 
emission. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the 
reader is referred to the web version of this article.) 
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Fig. 2. Titration of the 1-naphthol (OJ. pyrene-hyaluronan (A ), 
naphthol-hyaluronan (0 ) and naphthol-PSS (X ) systems with CTAB. The 
lines do not represent fits; they are only for guidance. The fluorescence intensity is 
the intensity of neutral 1-naphthol measured at 350 nm. (For interpretation of the 
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of 
this article.) 

region, as similarly reported for poly (N-vinyl-2-pyrrolidone) (PVP) 
(Pal et al., 2010). The fluorescence spectrum of 1-naphthol in the 
80% water-methanol mixture depicts an example of the effective 
inhibition of ESPT. The ratio of the fluorescence bands of the neutral 
and anionic 1-naphthol forms was 1:0.9, suggesting the significant 
inhibition of proton transfer in this system. The retardation of pro
ton transfer by the presence of alcohols is described elsewhere (Lee 
etal, 1986). 

The steady-state emission intensity of both neutral and anionic 
1-naphthol increased in 7 mg/L hyaluronan solution after the addi
tion of 2mM CTAB. The NpOH:NpO" ratio decreased to 1:15, 
which suggests the solubilization of 1-naphthol into micelles, 
as in the case of 2 mM CTAB in the absence of hyaluronan. 
When 0.5 mM CTAB was added to 7 mg/L hyaluronan solution, 
the NpOH:NpO~ fluorescence intensity ratio decreased to 1:45, 
when compared to hyaluronan in the absence of CTAB, which 
represents a water-like ratio. According to Thalberg and Lind-
man, the electrostatic interaction between hyaluronan and CTAB 
forms hyaluronan-CTAB aggregates before the critical micelle con
centration of CTAB (~1 mM) is reached (Thalberg & Lindman, 
1989). A 5nm shift in the emission wavelength maximum 
was observed in the hyaluronan-0.5 mM CTAB system when 
compared to the hyaluronan solution, which indicates the solubili
zation of 1-naphthol to CTAB aggregates (Table SI in Supporting 
information), but no significant increase in NpOH fluorescence 
intensity occurred. When titrations of the 1-naphthol, naphthol-
hyaluronan, and pyrene-hyaluronan systems with CTAB were 
compared, no significant difference between the 1-naphthol and 
naphthol-hyaluronan systems was observed (Fig. 2) and, from the 
plot of NpOH fluorescence intensity as a function of CTAB con
centration, it seems that no hyaluronan-CTAB aggregates were 
formed before the critical micelle concentration of CTAB. A com
parison of the plot of the excitation polarity index (ExPI) of 
pyrene against CTAB concentration indicates the formation of 
CTAB-hyaluronan aggregates at the 0.05 mM concentration (the 
critical aggregation concentration); also, CMC would appear to 
decrease to 0.5 mM due to a shift of the inflection point of ExPI 
dependence to a lower concentration (when no interaction occurs, 
the inflection point of the ExPI curve would lie around 1 mM). 
The comparison of normalized NpOH and NpO~ fluorescence 
intensities as functions of CTAB concentration shows a differ
ence between the plots (Fig. 3). NpO~ fluorescence intensity has 
a first maximum at around 0.02 mM. The second increase begins 
at the 0.5 mM concentration of CTAB. The dependence of anionic 
fluorescence intensity on CTAB concentration from Fig. 3 corre
lates with the results of the titration of the pyrene-hyaluronan 
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Fig. 3. Normalized fluorescence intensities of neutral (•) and anionic (O ) 1-
naphthol in hyaluronan solution as a function of CTAB concentration. The lines do 
not represent fits; they are only for guidance. (For interpretation of the references 
to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.) 

system from Fig. 2. The fluorescence intensity of the NpOH form 
should change as well as NpO~ emission when aggregation of 
the surfactant occurs, but the neutral 1-naphthol emission is 
probably influenced by a higher representation of water molecules 
in the micellar environment. 1-Naphthol in hyaluronan-CTAB 
aggregates is likely to be affected by the greater hydration of the 
micelle's Stern layer. In the following section, the effect of hyaluro
nan on the fluorescence decay of 1-naphthol in hyaluronan-CTAB 
aggregates is discussed. 

3.2. Fluorescence decay study of the hyaluronan-CTAB system 

The fluorescence decay of NpOH was always fitted with a tri-
exponential function. Fluorescence lifetimes are summarized in 
Table 1. The decay of neutral 1 -naphthol in the presence of hyaluro
nan consists of a fast time of deprotonation and two slower times 
of 1362 ps and 7880 ps (Table 1). The fast component is 1.5 times 
higher than in bulk water, the first slow component is a water
like component, and the second slow component represents the 
decay of NpOH. The fluorescence decay suggests influence from the 
adsorption of 1-naphthol onto hyaluronan, because the deprotona
tion rate is influenced by polymer bound water, not by bulk water. 
Also, the average fluorescence lifetime increased two times in the 
presence of hyaluronan, which was also the case with PVP, result
ing from adsorption of the probe onto polymer bound water (Pal 

et al„ 2010). The significant change in the relative amplitudes of 
the two slow decay components, when compared to water, also 
suggests that the fluorescence decay of NpOH does not belong 
to 1-naphthol in bulk water but to adsorbed 1-naphthol. NpO~ 
decay in the presence of hyaluronan was fitted with a biexponential 
function with a bulk water-like rise time of 1515 ps and a decay 
time of 8052 ps. The adsorption of 1 -naphthol to hyaluronan bound 
water did not affect NpO~ decay, because the decay of NpO~ in 
water and in the presence of hyaluronan had comparable lifetimes 
and relative amplitudes. 

The NpO~ decay in 0.05 mM CTAB and in the presence of 
hyaluronan was fitted with a triexponential function with two 
rise times of 1270 ps and 8074 ps and a decay time of 20 ns. The 
increase in NpO~ decay time may be ascribed to a decay from 
hyaluronan-CTAB aggregates. The shift in the critical micelle con
centration from 1 mM down to 0.5 mM (see earlier in the text) is 
similarly shown in Table 1. Comparison of the NpO~ decay param
eters of 0.5 mM CTAB in the absence and presence of hyaluronan 
shows a sevenfold increase in the rise time and an increase in 
the decay time to 17 ns in the presence of hyaluronan. Again, 
the decay time of the 1-naphthol form may be explained by sol
ubilization in hyaluronan-CTAB aggregates. In hyaluronan-CTAB 
aggregates ([CTAB] = 0.05 mM), the fluorescence decay of neu
tral 1-naphthol exhibits comparable decay parameters to NpOH 
decay in the absence of surfactant. Fluorescence lifetimes and rel
ative amplitudes would appear to be hyaluronan-like components 
when compared to 2 mM CTAB in the presence of hyaluronan. As 
described earlier in the text, NpO~ decay parameters are not influ
enced by polymer bound water; thus, NpO~ fluorescence lifetimes 
may indicate 1-naphthol solubilization. From the discussion above, 
the results indicate that the decay of NpOH is probably influenced 
by the hydration shell of hyaluronan. Also, steady-state experi
ments suggest that 1-naphthol is solubilized in the Stern layer of 
the CTAB micelle. When hyaluronan-CTAB aggregates are formed, 
the hyaluronan hydration shell probably reaches the Stern layer 
of the micelle and changes the fluorescence lifetimes of neutral 1-
naphthol. The influence of hyaluronan hydration also seems to be 
observed in the CTAB concentration after CMC (2 mM). The life
times of NpOH in the absence and presence of hyaluronan are 
comparable, but the major component in the presence of hyaluro
nan becomes the fast component of 337 ps, which is related to the 
rate constant of deprotonation; the major component becoming the 
fast component may be ascribed to the change in the environment 
of the Stern layer. 

Table 1 
Fluorescence decay parameters of 1-naphthol in CTAB, hyaluronan, hyaluronan-CTAB, PSS, and PSS-CTAB systems, t; and A; describe the fluorescence lifetimes and their 
relative amplitudes, respectively. NP - not present, which describes the situation in which only two lifetimes were recovered by reconvolution. 

CTAB (mM) Hyaluronan 
(*PSS) (mg/L) 

NpOH emission NpO~ emission CTAB (mM) Hyaluronan 
(*PSS) (mg/L) 

(ps) T2 (PS) *3 (PS) A, (%) A2(%) A3(%) 1̂ (ps) (PS) 3̂ (PS) A, (%) A2(%) A3(%) 
0 0 54 1346 8504 87.79 6.42 5.79 NP 1608 8191 NP 2.15 97.85 
0.3 77 1270 8565 87.94 3.94 8.13 NP 1016 8166 NP 1.63 98.37 
0.5 78 1289 8303 85.53 6.24 8.23 NP 1263 8191 NP 1.90 98.10 
2 277 682 13,997 35.32 61.94 2.75 516 13,971 21,254 -1.75 18.94 82.81 

0 7 80 1362 7880 80.00 6.20 13.80 NP 1515 8052 NP 1.89 98.11 
0.05 92 1140 8125 78.94 8.34 12.73 1270 8074 19,986 1.59 89.93 8.47 
0.3 64 1001 7969 84.27 5.16 10.57 839 4298 8143 1.04 3.08 95.88 
0.5 67 813 7752 80.00 11.16 8.84 1147 7904 17,139 1.41 81.75 16.84 
2 337 684 11,777 63.91 31.49 4.59 439 9626 20,191 -1.59 15.41 86.18 

0 7* 69 1924 10,486 52.9 33.5 13.6 NP 1387 8185 NP 2.39 97.61 
0.05 92 1928 5715 49.08 29.02 21.9 118 7788 14,720 1.97 86.33 11.70 
0.3 314 2559 6960 15.75 61.63 22.62 779 8239 20,395 1.39 83.91 14.70 
0.5 257 2310 6425 16.16 58.3 25.54 720 8200 20,398 1.41 85.21 13.38 
2 489 1836 10,129 71.81 21.11 7.08 510 10,823 20,527 -1.56 20.19 81.37 
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Fluorescence decays of 1-naphthol in 0.5 mM CTAB in the pres
ence of hyaluronan were measured at multiple wavelengths across 
the whole emission spectrum (Fig. 4a). Time-resolved emission 
spectra show the disappearance of NpOH emission 1 ns after exci
tation, meaning that only the NpO~ peak is apparent afterwards. 
TRANES spectra were constructed from TRES. The isoemmisive 
point was found at 390 nm. The isoemissive point indicates two 
emissive species which belong to both 1-naphthol forms present 
in hyaluronan-CTAB aggregates. 

3.3. Polystyrenesulfonate study 

Comparison of hyaluronan with the synthetic polymer 
polystyrenesulfonate was performed to compare fluorescence data 
on 1-naphthol in the hyaluronan-CTAB system with fluorescence 
data on 1-naphthol in the PSS-CTAB system. Steady-state fluo
rescence spectra show a significant difference between the two 
systems (Fig. 5). Comparison of the fluorescence intensity of 1-
naphthol in the CTAB-PSS and hyaluronan-CTAB systems as a 
function of CTAB concentration suggests the formation of PSS-CTAB 
aggregates around 0.01 mM CTAB concentration (Fig. 2). The dif
ference in fluorescence spectra between 1-naphthol emission in 
the PSS-CTAB and hyaluronan-CTAB systems is depicted in the 
inset of Fig. 5. NpOH emission intensity in the PSS-CTAB system is 
much higher than in the hyaluronan-CTAB system, even when both 
systems contain aggregates, as described higher in the text. The 
time-resolved study yielded the same results and the fluorescence 
lifetimes are summarized in Table 1. TRANES spectra confirmed the 
emissions of both 1 -naphthol forms, because the isoemmisive point 
is observed (Fig. 4b, d). Both the steady-state and time-resolved 
study indicate the serious interference of hyaluronan hydration in 
the CTAB micelle, which has an impact on molecules solubilized in 
the Stern layer. 

3.4. Kinetic study of the ESPT process 

The excited state processes of 1-naphthol depicting proton 
transfer (Scheme 1) start with the decay of the excited neutral 
form. (NpOH)* can also undergo fast deprotonation to form the 
compartmentalized ion pair (NpO~*...H30+) with a rate constant 
of deprotonation fcpr. The compartmentalized ion pair dissociates 
into individual ions NpO~* and H 30 + with the rate constant kd i s s 

or recombines into (NpOH)* and H20 with the rate constant krec. 
Individual ions can be transferred back into the compartmentalized 
ion pair with the rate constant kp [H+] . Compartmentalized ion 
pairs and individual ion pairs can decay to form NpO~. In this work, 
kp [H+] was negligible, because the pH of samples was around 6.5. 
This relatively high pH value causes the transfer of individual ions 
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Fig. 5. Steady-state fluorescence emission spectra of 1-naphthol in water (-
-), 7mg/L PSS ( • • • ), 2mM CTAB ( - • - ) , 0.5 mM CTAB-7 mg/L PSS 

• • ^— ), 2 mM CTAB-7 mg/L PSS (^^^ ). The inset shows the compar
ison of emission spectra of hyaluronan (--) and PSS • • ^™)with0.5mM 
CTAB. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader 
is referred to the web version of this article.) 
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(NpOH)* + H 2 0 ^ = ± ( N p O - * . . . H 3 0 + ) ^ = = ^ N p O - * +H 3 0 + 

4/R0H 4/ro 4/ro 

NpOH NpO" NpO" 
Scheme 1. Kinetic scheme of excited state proton transfer in 1-naphthol. 
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Table 2 
Rate constants of the depro to nation (kPj), recombination (krec) and dissociation (kdiss) of 1-naphthol forms at 298 K. 

CTAB (mM) Hyaluronan (PSS*) (mg/L) fcpxxlO9^-1) fcrecXlO^S-1) fc^xlO^s-1) 

0 0 17.31 1.16 0.67 
2 1.48 0.02 3.53 
0 7 11.65 0.79 0.66 
0.05 9.92 0.87 0.91 
0.5 13.25 1.52 1.33 
2 2.47 0.20 1.71 

0 7* 9.8 5.11 0.71 
0.05 7.2 3.56 0.74 
0.5 1.18 1.72 1.37 
2 1.70 0.23 0.60 

MeOH-water 80% 1.28 0.15 1.68 

into one compartmentalized ion pair in the excited state to become 
kinetically unimportant (Giestas et al., 2003; Sahu et al., 2005). 

The mechanism of Scheme 1 can be written as a differential 
equation as follows (Giestas et al., 2003): 

• NpOH • "-X r̂ec 0 " • NpOH • 
d 
df 

NpO"-H + 

= fcpT -Y 0 X NpO"-H + 

(4) d 
df NpO" 0 fediss -Z NpO" 

where 

X = fcpT + '<NpOH ̂  fepT 

Y = k r e c + fediss + '<NpO- (5) 
Z = f e p [ H + L + f e N p O - %'<NpO-

These equations suggest tri-exponential decay of the proton-
ated and deprotonated forms of 1-naphthol. The individual rate 
constants for the CTAB, hyaluronan-CTAB, and PSS-CTAB systems 
were obtained from the lifetimes and corresponding relative ampli
tudes of both 1-naphthol forms (Table 2). 

The rate of deprotonation in the 2 mM micelle solution was 
almost twelve times lower than in bulk water due to 1-naphthol 
solubilization. Table 2 shows the difference in deprotonation rate 
between hyaluronan-CTAB and PSS-CTAB aggregates. The results 
indicate aggregation at all CTAB concentrations depicted in Table 2 
due to the reduction in the deprotonation rate constant; how
ever, the deprotonation rates exhibit remarkable differences. The 
deprotonation rates of 0.05 mM CTAB in the presence of hyaluro
nan and PSS differed only by a factor of 1.4. At the 0.05 mM 
concentration, both systems exhibited a reduction in proton trans
fer approximately by a factor of two when compared to bulk 
water. At the 0.5 mM CTAB concentration, the PSS-CTAB sys
tem indicated a micelle-like or methanol-and-water mixture-like 
deprotonation rate; however, the hyaluronan-CTAB system exhib
ited a higher deprotonation rate constant than at the 0.05 mM 
concentration. The rate of deprotonation in hyaluronan-CTAB 
aggregates probably slows down when the critical micelle con
centration is exceeded, possibly due to the formation of larger 
aggregates, where hyaluronan hydration has a smaller influence 
than in the CTAB concentration before CMC. The deprotonation rate 

in 2 mM CTAB in the presence of hyaluronan showed an almost 
twice faster deprotonation rate than in micelles, the PSS-CTAB 
system, or 80% methanol-water, which suggests the influence of 
hyaluronan hydration in the Stern layer of CTAB micelles. PSS had 
a greater influence on the recombination rate than hyaluronan. 
Recombination was faster in the PSS solution and was almost five 
times faster than in bulk water. With the formation of aggregates, 
the recombination rate in the presence of PSS decreases and in 
2mM CTAB it is comparable to 2mM CTAB in the presence of 
hyaluronan. The dissociation rate of ion pair increases with the 
formation of aggregates in both the hyaluronan and PSS-CTAB 
systems. 2 mM CTAB in the presence of PSS showed the slowest 
dissociation of compartmentalized ion pairs. 

4. Conclusions 

The dynamics of ESPT is extremely sensitive to the water envi
ronment. In water, the ESPT of 1-naphthol is extremely fast, which 
correlates with the extremely low fluorescence intensity of the neu
tral form of 1-naphthol. When 1-naphthol solubilizes in micelles, 
the rate of deprotonation is retarded with a concomitant increase 
in the fluorescence intensity of NpOH. The addition of PSS to the 
CTAB solution with a concentration below the critical micelle con
centration causes the formation of aggregates and the retardation of 
the deprotonation rate of 1-naphthol due to the solubilization of 1-
naphthol in PSS-CTAB aggregates. The solubilization of 1-naphthol 
also occurs in the hyaluronan-CTAB system, but the proton trans
fer rate is much faster than in the PSS-CTAB system or in micelles 
with the absence of polymer. The PSS study suggests, that PSS 
has no significant hydration layer. On the other hand, the influ
ence of hyaluronan hydration caused the deprotonation rate of 
1-naphthol in 0.5 mM CTAB-hyaluronan aggregates to be ten times 
faster than the rates in the CTAB or 0.5 mM CTAB-PSS system. The 
same occurred in 2 mM CTAB, but the proton transfer rate of 1-
naphthol was twice faster in the hyaluronan-CTAB system than in 
the CTAB or PSS-CTAB systems. The results of the pyrene study 
correlate with the assumption that hyaluronan-CTAB aggregates 
are formed before the critical micelle concentration, while the 
time-resolved and proton transfer dynamic study demonstrated 
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the difference between the environments in hyaluronan-CTAB and 
PSS-CTAB aggregates. 

Excited-state proton transfer represents a unique method in 
observing the changes in the inner micelle environment, e.g., the 
influence of the hydration layer of polymer interacting with micelle 
on the solubilized species. The study of excited state proton trans
fer in hyaluronan-CTAB aggregates showed that hyaluronan can 
affect solubilized species in micelles, e.g. the species change their 
position or their emission properties are directly influenced by the 
hydration shell of hyaluronan. 
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A B S T R A C T 

The aim of the present work was to compare the thermal degradation of bovine serum albumin and 
hyaluronic acid of different molar masses by determining the loss in molecular weight by means of SEC-
MALLS (size exclusion chromatography - multi angle laser light scattering). For all measured samples, 
the results obtained by this method were compared with the results for stability determined by elec
trophoretic light scattering. The degradation study was performed in solution and in powder. 

Bovine serum albumin (also known as BSA) is a protein derived from cows, which has many 
biochemical applications. Hyaluronic acid (hyaluronan or HA) is an anionic nonsulfated glycosamino-
glycan distributed widely throughout connective, epithelial, and neural tissues. 

The powder and solutions of BSA and HA were heated at different temperatures ranging from 37 °C to 
120 °C for certain periods (the highest temperature was used only for the powder). The observed 
degradation increased with the duration of heating and with temperature for all hyaluronic acid samples 
analyzed in this work, in accord with Arrhenius law. 

At 37 °C and 60 °C, only moderate degradation was observed for hyaluronic acid solutions. For BSA at 
37 °C no degradation was observed and at 60 °C significant aggregation occurred. 

© 2015 Published by Elsevier Ltd. 

1. Introduction 

Hyaluronic acid, in the form of a sodium salt (hyaluronan or HA) 
is one of the most important polysaccharides originating in the 
mammalian body. During the last few decades, many studies have 
focused on its role in tissues, body fluids, and cell proliferation, and 
developed ways to use this polysaccharide in wound healing, drug 
delivery systems, and anti-aging applications. Hyaluronan is a 
linear natural polysaccharide of the glycosaminoglycans family. Its 
chemical structure comprises disaccharide units composed of d -
glucuronic acid and N-acetyl-D-glucosamine, which are alterna
tively linked through 1,3 and 1,4 glycosidic bonds [1]. Hyaluronic 
acid can be synthesized via polymerization reactions [2], as in the 
case of other polymers obtained by different synthetic processes 
(co-polymerization, polymerization in solution, enzymatic poly
merization etc) [3—6]. 

Hyaluronan of different molar masses has different roles in the 
body. For example, high molar mass hyaluronan organizes the 

* Corresponding author. 
E-mail address: simulescu@fch.vutbr.cz (V. Simulescu). 
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extracellular matrix and low molar mass hyaluronan can be found 
in injured tissue or in certain tumors [7,8], The stability of hyalur
onan and its molar mass are important not only from the point of 
view of its physiological functions but also in the development of its 
applications (e.g. tailoring its molar mass to a specific application) 
and in how it is handled, both in its solid and dissolved form. Many 
methods of how to cleave hyaluronan were summarized in the 
review by Stern et al. [9]. 

Low or high pH conditions have obvious effects on hyaluronan. 
In acid solution, hydrolysis occurs on the glucuronic acid residue 
and the hemiacetal ring remains. In basic solution, hydrolysis oc
curs on the N-acetylglucosamine residue. Such hydrolysis obeys 
first order kinetics [10]. Other observations suggest that random 
chain scission occurs during hydrolytic degradation [1,10,11], and 
this same mechanism has also been proposed for the thermal 
degradation of hyaluronan [12—14], The degradation of hyaluronic 
acid powder using different methods (electron beam irradiation, 
gamma ray irradiation, microwave irradiation, and thermal treat
ment) was reported in a study by Choi et al. [15], The thermal 
degradation of hyaluronan has not been investigated from the point 
of view of the decrease in its molar mass. This, therefore, was the 
main focus of this work, in which the thermal behavior of 

http://www.elsevier.com/locate/polydegstab
mailto:simulescu@fch.vutbr.cz
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hyaluronan was compared with that of bovine serum albumin, 
another important biopolymer, well known for its denaturation at 
elevated temperatures. 

Bovine serum albumin (also known as BSA) is a serum albumin 
protein derived from cows. It is often used as a protein concen
tration standard in lab experiments (also as Mw standard, for SEC-
MALLS normalization). The full-length BSA precursor protein has 
607 amino acids (in its length), while the mature BSA protein 
contains 583 amino acids. Bovine serum albumin (BSA), one of the 
major components in plasma protein, plays an important role in 
transporting and metabolizing many endogenous and exogenous 
compounds in metabolism [15]. Bovine serum albumin can also be 
synthesized via condensation followed by polymerization re
actions, as described in Ref. [16]. 

We are the first to report a comparative study of the thermal 
degradation of hyaluronic acid and BSA, in aqueous solution and in 
solid powder form, using SEC-MALLS. As for BSA in solution, 
degradation could not be studied at temperatures above 60 °C, 
because of the significant aggregation which occurred. 

In the work published in a study of Yohannes et al. [17], the 
authors showed that the particle size is relatively stable up to 60 °C, 
but that above 63 °C aggregation occurs (growth of the hydrody-
namic diameter). The heat-induced aggregation of BSA is depen
dent on temperature, concentration, incubation time, and salt 
concentration. All these parameters affect the particle sizes of the 
aggregates, the molar masses, the zeta potential, and the confor
mational structure of BSA. 

For example, the smallest BSA concentration at which aggre
gates were observed at 80 °C was 0.1 mg/mL17. Above this con
centration, the sizes of the aggregates were proportionally 
dependent on BSA concentration. The smallest time for 1 mg/mL 
BSA solution to aggregate at 80 °C was about 2 min [17]. 

2. Materials 

The hyaluronan samples (sodium salt) used in the present work 
were purchased from Contipro (Czech Republic). These samples 
were products of bacterial fermentation (Streptococcus equi., 
subsp. Zooepidemicus bacterial strain): 

- HA 1.67 MDa (1669 kDa): Mw = 1145.3 kDa 
- HA 1.8 MDa (1800 kDa): M w = 1351.5 kDa 

The hyaluronan samples of 1669 and 1800 kDa were 1 year old 
and 3 years old, respectively. The hyaluronan samples were kept in 
a refrigerator at 4 °C before use. 

The BSA samples used in the present study were purchased from 
Sigma Aldrich: 

- BSA 82 kDa: Mw = 82.3 kDa; 
- BSA 87 kDa: M w = 87 kDa. 

The used BSA samples of 82 and 87 kDa were 2 years old and 4 
years old, respectively, and were also kept in the refrigerator at 4 °C 
prior to analysis. 

3. Methods 

The principal technique used to study thermal degradation in 
this study was SEC-MALLS, which gives detailed information on 
polymer molar mass and conformation. 

The SEC-MALLS apparatus used in the present work was pro
duced by Wyatt (USA; the detector part) and by Agilent (USA; the 
chromatography part). It included a MALLS detector (Dawn Heleos 
II), a viscometric detector (ViscoStar II), and a refractive index 

detector (Optilab T-rEX). The multi angle laser light scattering 
(MALLS) detector had 18 angles of detection, ranging from 10° to 
160°. The Astra 6 software package was used for data collection and 
analysis. 

The chromatograph contained a degasser, an isocratic pump, an 
autosampler, a column for size exclusion chromatography (one PL 
aquagel-OH MIXED-H 8 urn PL1149-6800 produced by Agilent), and 
a thermostat. The used mobile phase was 0.1 M NaN03 aqueous 
solution, containing 3 mM NaN3 to prevent the growth of micro
organisms. All SEC-MALLS measurements were performed at 25 °C. 

The solutions were prepared using the same solvent as that used 
for the mobile phase. Concentrations of 1 mg/mL for hyaluronan 
and 5 mg/mL for BSA were used. All samples were filtered before 
injection using Millipore Durapore Membrane filters 0.1 urn. 

The SEC-MALLS technique allows: 

- the separation of different polymeric compounds (fractions) 
according to their molar masses 

- the determination of absolute molar mass averages from 102 Da 
to 109 Da 

- the calculation of polydispersity 
- the determination of the root mean square radius (RMS), also 

known as the "radius of gyration" (RG) 
- the determination of the conformation plot and 

Mark-Houwink-Sakurada (MHS) plot 

From the slope of the conformation plot RMS =f[Mw), the shape 
of the polymer can be found [18—20], The shape of the polymer can 
also be obtained from the Mark—Houwink—Sakurada plot 
[18,21-24]. 

For molar mass calculation, the Zimm model was used [25,26]. 
The refractive index increment (dn/dc) values used to calculate the 
molar mass were 0.185 mL/g for BSA and 0.165 mL/g for hyaluronic 
acid [27,28]. 

The results obtained from SEC-MALLS were supplemented with 
the charge characterization of the colloidal stability of dissolved 
samples, as measured by the method of electrophoretic light scat
tering (ELS) on a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments). The ELS 
method measures the movement of charged colloidal particles in 
the sample after the application of an electric field. First, the elec
trophoretic mobility of particles in the sample is determined and 
this value is recalculated to zeta potential using the Henry equation 
[29], The value of the zeta potential is used to estimate the stability 
of the sample resisting aggregation (the colloidal stability due to 
the electrostatic repulsion). If the value of the zeta potential is 
between -30 and 30 mV, the charge of the particles is not sufficient 
to ensure the stabilization of repulsive forces; that is, particles can 
approach each other closely and aggregation occurs. In this case, 
the sample is non-stable. If the zeta potential is higher than 30 mV 
or lower than -30 mV, particles have sufficient surface charge and 
these systems are considered to be stable against aggregation. 

Electrophoretic light scattering measurements for all studied 
samples were performed using similar settings as in the SEC-
MALLS method (temperatures of 37, 60, or 90 °C in solution; total 
time of heating ranging from 1 to 12 h). All measurements were 
conducted four times and the obtained results are presented as 
mean value ± standard deviation. 

4. Results and discussion 

We analyzed two hyaluronan samples of different molar mass 
and two BSA samples of different molar mass after their thermal 
degradation in powder form and in solution. Thermal treatment of 
the analyzed samples was performed at different temperatures for 
certain periods. 
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The novelty of the present work is the use of SEC-MALLS tech
nique together with electrophoretic light scattering (ELS) method, 
to study the thermal degradation of hyaluronan and BSA samples, 
in powder and also in solution. Our study shows how the molar 
mass of the analyzed samples is affected by the temperature. 

The results obtained for the fresh solutions of hyaluronan and 
BSA used in this work are shown in Table 1, together with the mass 
loss calculated on the basis of the product molar mass given by the 
producer: 

A non-negligible decrease in molar mass in the solid state was 
observed for both hyaluronan samples. The observed molar masses 
for the fresh hyaluronan solutions were lower than expected. The 
same tendency of molar mass loss was observed in our previous 
study on the long-term degradation of hyaluronic acid [30], 

This degradation in the solid state (Table 1) was due to the age of 
the samples and to their storage conditions. Both hyaluronan 
samples were kept in the refrigerator at 4 °C prior to analysis. 

In contrast, the results obtained for fresh BSA solutions showed 
the expected values for molar mass (no degradation was observed 
before analysis in the solid state). 

Subsequently, the prepared solutions of BSA and HA were 
heated in an oven at 37 °C, 60 °C and 90 °C, for periods ranging from 
1 h to 12 h. For the thermal degradation study in the solid state, the 
powders were heated in an autoclave at 60 °C, 90 °C and 120 °C, for 
3, 6 and 9 h at each temperature. The same thermal treatment 
procedure was employed for all samples in this study, except for 
BSA powder, which was not heated at 120 °C, and for BSA solutions, 
which were not heated at 90 °C because of the significant aggre
gation which occurred. 

We observed no significant degradation for BSA in solution at 
37 °C; the BSA solutions studied exhibited the same molar mass, 
even after 12 h of thermal treatment (Fig. 1). 

During thermal treatment at 37 °C, the polydispersity was in the 
range 1.01—1.03 for both BSA solutions. As for molar mass, we 
observed no significant modifications in polydispersity or in the 
gyration radius even after 12 h at 37 °C. 

When heated at 60 °C, the BSA samples showed an increase in 
molar mass in solution (Fig. 1) and also in powder form (Fig. 2). The 
molar mass increased with time of heating, due to BSA aggregation. 

For BSA samples in solution, the increase in molar mass was 
faster during the first 6 h of thermal treatment at 60 °C. Above 6 h at 
this temperature, the molar mass of both BSA samples remained 
almost constant (at around 100 kDa after 9 h and at around 103 kDa 
after 12 h at 60 °C). 

For the BSA 87 kDa solution, the polydispersity was in the same 
range (from 1.01 to 1.03) after 9 h of heating at 60 °C. Only after 12 h 
at 60 °C did the polydispersity of BSA 87 kDa in solution exhibit a 
small increase to 1.06. 

For the BSA 82 kDa solution, the polydispersity increased with 
time of heating at 60 °C as follows: it was already 1.06 after 3 h, 1.13 
after 6 h, and 1.2 after 12 h. The radius of gyration also increased. 
This was also a consequence of BSA aggregation. 

The BSA solutions were also heated at 90 °C, but at this tem
perature significant aggregation occurred after only a few minutes. 

Table 1 
Weight averaged molar mass and degradation in solid state determined for HA and 
BSA samples. 

Sample name M w [kDa] Molar mass loss 
% 

BSA 82 kDa 82.3 -
BSA 87 kDa 87 -
HA 1.67 MDa 1145.3 31.4 
HA 1.8 MDa 1351.5 24.9 
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Fig. 1. The molar masses of BSA samples in solution during thermal treatment. 
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Fig. 2. The molar masses of BSA samples in powder form during thermal treatment. 

It was not therefore possible to inject or to measure the obtained 
samples (nor was it even possible to filter them). More data on the 
weight-averaged molar masses of the BSA samples studied here are 
shown in Table SI in Supplementary Files. 

We observed that the increase in BSA molar mass in powder 
form (Fig. 2) showed a linear dependence on the time of heating, 
except in the case of BSA 87 kDa above 6 h of thermal treatment at 
90 °C. 

The polydispersity of BSA 82 kDa in powder form at 60 °C 
remained in the same range from 1.01 to 1.03. As for BSA 87 kDa 
powder, polydispersity increased to 1.05 after 6 h and to 1.07 after 
9 h at 60 °C. When the temperature was increased to 90 °C, the 
polydispersity increased more (after 9 h, the polydispersity was 
already 2 for BSA 87 kDa and 1.3 for BSA 82 kDa in powder form). As 
mentioned before, because of significant aggregation, BSA in 
powder form could not be measured at 120 °C. 

For study of the temperature degradation of both BSA samples 
and for broader investigation of their tendency to form aggregates 
in solution, the method of electrophoretic light scattering was 
utilized (Figs. SI and S2 in Supplementary Files). Both BSA solutions 
were subjected to the same heating procedure as described for the 
SEC-MALLS measurements. The zeta potential of fresh 87 kDa BSA 
solution was found to be -26.7 mV, which was similar to the zeta 
potential of 82 kDa BSA solution (-23.8 mV). Both measured values 
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indicate the quite high electrostatic stability of colloidal particles 
resisting their aggregation (slightly higher for the 87 kDa BSA so
lution). The time development of the measured zeta potential 
values for both BSA solutions at 37 °C showed almost no changes in 
their stability during heating. After 12 h, the values of the zeta 
potential for 87 kDa BSA and 82 kDa BSA increased by 11.9% and 
10.9%, respectively. These results were in good agreement with the 
SEC-MALLS determination of molecular weight changes at the 
same temperature. At 60 and 90 °C, a significant change in zeta 
potential was observed for both BSA solutions. The values of the 
zeta potential after 12 h of heating at 60 °C increased by 61.6% for 
the 87 kDa BSA solution and by 73.9% for the 82 kDa BSA solution. 
After heating at 90 °C, the zeta potentials for both BSA solutions 
were almost the same as the values at 60 °C (74.9% and 75.6% for the 
87 kDa and 82 kDa BSA solutions, respectively), indicating that the 
highest destabilization occurs probably at around 60 °C. After 12 h 
of heating at 60 and 90 °C, the final values of the zeta potentials for 
the 87 kDa and 82 kDa BSA solutions were -6.7 mV and -5.8 mV, 
respectively. These values are close to zero zeta potential, indicating 
almost no charge on BSA particles, their high destabilization, and 
the beginning of aggregation processes. Again, these results 
correlate perfectly with the above described increase in the mo
lecular weight of BSA in solutions at temperatures higher than 
60 °C and also with data already published in literature [17]. 

For hyaluronan samples, a decrease in molar mass was observed 
after thermal treatment, both in powder form and also in solution 
(Figs. 3 and 4, and Figs. S3—S9 in Supplementary Files). The thermal 
degradation of HA samples increased with temperature and with 
time of heating, as expected. This proved that the heat transfer 
degrades the samples significantly during this period. The adsorbed 
water in such short period (maximum 12 h) has no significant 
degradation effect, in comparison with the thermal degradation 
itself. 

We observed an exponential decrease in M w over time for the 
HA samples analyzed in the present work. At physiological human 
body temperature, both hyaluronan samples studied exhibited only 
moderate degradation in solution (Fig. 3, and Fig. S3 in 
Supplementary files). The molar mass loss in solution at 37 °C af
ter 1 h of heating was 3% for HA 1.67 MDa and just 0.6% in the case 
of HA 1.8 MDa. 

The same behavior was observed after longer periods of heating: 
HA 1.67 MDa showed faster degradation than HA 1.8 MDa in so
lution at 37 °C For example, after 4 h at 37 °C, the molar mass loss 
was 8.6% for HA 1.67 MDa and only 3% for HA 1.8 MDa. More data 
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Fig. 3. Thermal degradation of HA 1.67 MDa in solution. 
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Fig. 4. Thermal degradation of HA 1.67 MDa in powder form. 

are available in Table S2 (Supplementary Files). 
While after 1 h of thermal treatment the degradation in solution 

at 37 °C was five times faster for HA 1.67 MDa than for HA 1.8 MDa, 
after 12 h the molar mass loss was only two times higher for HA 
1.67 MDa. 

The hyaluronan samples, both in solution and in powder form, 
were studied at 60 and 90 °C. For hyaluronan solutions, the 
observed degradation at 60 °C was very similar to the degradation 
at 37 °C (Fig. 3, and Fig. S3 in Supplementary Files). After 1 h at 
60 °C, the molar mass loss for the HA 1.67 MDa solution was 3.7%, 
while at 37 °C after the same period the molar mass loss was 3%. 
Similar molar mass losses at different temperatures were observed 
after longer periods of heating. After 6 h, for example, the molar 
mass loss for the HA 1.67 MDa solution was around 11—12% at both 
temperatures. Only after 12 h of thermal degradation at 60 °C did 
the molar mass loss increase above that observed after 12 h of 
thermal degradation at 37 °C — i.e. up to 15.5%, in comparison with 
13.4% at 37 °C. 

For the HA 1.8 MDa sample in solution, degradation at 60 °C and 
37 °C also yielded similar degrees of molar mass loss. When both 
hyaluronan samples were compared at 60 °C, the degradation in 
solution was faster for HA 1.67 MDa than for HA 1.8 MDa (two times 
faster after 12 h of heating). 

After 3 h at 60 °C, the HA 1.67 MDa sample lost 11.4% of its initial 
molar mass in powder form and just 7.7% in solution. The molar 
mass loss for the HA 1.8 MDa sample was 7.3% in powder form and 
3.4% in solution at the same temperature and after the same period 
of heating (3 h at 60 °C). The same tendency was observed after 6 
and 9 h. 

Hyaluronan samples in both powder form and in solution were 
also degraded at 90 °C, as mentioned before. At 37 °C and 60 °C, 
hyaluronan solutions exhibited only moderate degradation and 
almost the same behavior and stability. However, when the solu
tions were heated at 90 °C, significant degradation occurred. After 
one hour, the thermal degradation of the HA 1.67 MDa and HA 
1.8 MDa samples in solution at 90 °C was similar, with a molar mass 
loss of around 12% in each case. 

After just two hours at 90 °C, the HA 1.67 MDa solution already 
exhibited a higher level of degradation (a molar mass loss of 17.2%) 
than after 12 h at 60 °C. The thermal degradation at 90 °C was faster 
in powder form than in solution for both hyaluronan samples, as 
was observed at 60 °C. 

The degradation in powder form was also studied at 120 °C for 
both hyaluronan samples (Fig. 4 and Fig. S4 in Supplementary 
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Files). We can see that for both HA samples, the degradation after 
just 3 h of heating at 120 °C was already higher than after 9 h at 
60 °C or 90 °C. 

The hyaluronan samples exhibited a very high molar mass loss 
in powder form at 120 °C (81.3% after 3 h and 88.9% after 9 h for HA 
1.67 MDa; 79% after 3 h and 89.3% after 9 h for HA 1.8 MDa). It was 
also observed that the degradation was much faster in the first 3 h 
of thermal treatment. From Fig. 4 and Fig. S4 it can be seen that the 
degradation of HA samples in powder form at 120 °C has two 
different degradation rates (before and after 3 h). 

The molar mass losses were very similar for both samples at this 
high temperature, which was different from the behavior at the 
lower temperatures studied (where the degradation was clearly 
higher for HA 1.67 MDa). After 6 h at 120 °C, the degradation was 
even faster for the HA 1.8 MDa sample than for the HA 1.67 MDa 
sample, but the difference was very small. 

Using the same procedure as for the BSA samples, the ELS 
method was employed to determine the stability of both HA sam
ples in solution. The measured values of the zeta potential for fresh 
solutions of HA 1.67 MDa and HA 1.8 MDa were -41.9 mV 
and -51.1 mV, respectively. Both these values confirmed the high 
electrostatic stability of fresh solutions of HA. Data obtained on the 
time development of the zeta potentials for both HA samples in 
solution at three different temperatures (37, 60 and 90 °C) are listed 
in Fig. S10 in Supplementary Files. Contrary to the above-described 
effects of thermal treatment on the stability of BSA samples in so
lution, in the case of both HA samples, thermal treatment did not 
yield any significant changes in zeta potential with increasing 
temperature. The obtained increases in the zeta potential for 
1.67 MDa HA after 12 h of heating at 37, 60 and 90 °C were 3.1%, 
3.9% and 6.4%, respectively. After 12 h of heating at 37, 60 and 90 °C, 
the determined increases in the zeta potential for 1.8 MDa HA were 
2.1%, 4.1% and 6.3%, respectively. These findings can be attributed to 
the above observed decrease in the molecular weight of HA during 
thermal heating of the solution. The zeta potential is an indicator of 
sample stability resisting particle aggregation, but it cannot provide 
any information about sample degradation [29]. Therefore, no 
significant decrease in zeta potential could be observed. This 
conclusion also indicates no significant change in the HA particle 
surface layer during thermal treatment. These results are in 
contrast to the thermal degradation of BSA solutions, in which 
aggregation occurred. In the case of these solutions, a significant 
increase in zeta potential to values close to zero was observed, 
which caused significant destabilization and the aggregation of 
both BSA samples in solution. 

From their RMS conformation plots (gyration radius vs molar 
mass) for all periods and for all temperatures used, a random coil 
shape was confirmed for both of the hyaluronic acid samples 
studied here. Several examples of conformation plots for thermally 
degraded HA samples in powder form are shown in Fig. 5. 

For all hyaluronan samples used, the slope of the conformation 
plot yielded values ranging between 0.5 and 0.7, as expected for 
randomly coiled polymers. The lowest molar mass observed in our 
study was 79 kDa, for HA 1.8 MDa after thermal degradation for 9 h 
at 120 °C. This value of molar mass was still high enough to obtain a 
random coil conformation. In our previous studies we observed the 
transition to a conformation between a random coil and a rod only 
for HA samples with a molar mass of 17 kDa [30]. In this case, the 
mass was too low to form a randomly coiled conformation. More 
examples of conformation plots are shown in Figs. Sll—S17. 

The polydispersity of fresh hyaluronan solutions showed values 
of 1.08 for HA 1.67 MDa and 1.02 for HA 1.8 MDa. Because of the 
thermal treatment, the polydispersity increased for both hyalur
onan samples studied. The maximum PD increase that we observed 
was around 40% after 9 h at 120 °C. 

ill 
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Fig. 5. Examples of conformation plots for thermally degraded HA samples in powder 
form. 

During thermal degradation at 37 and 60 °C, the polydispersity 
did not change significantly. For HA 1.67 MDa in solution at 37 °C, 
the polydispersity increased up to 1.11 only after 9 h and up to 1.13 
after 12 h. For HA 1.8 MDa in solution at 37 °C, we observed an 
increase in polydispersity only up to 1.3 after thermal treatment for 
12 h. 

A more significant increase in polydispersity was observed for 
both hyaluronan samples at 90 °C and 120 °C. For example, after 
12 h at 90 °C, PD increased up to 1.39 for HA 1.67 MDa in solution 
and up to 1.2 for the same sample in powder form. 

For HA in powder form at 120 °C, the polydispersity increased 
even more: up to 1.4 for HA 1.8 MDa and up to 1.53 for HA 1.67 MDa 
after 9 h of thermal treatment. 

5. Kinetic evaluation of hyaluronan degradation 

The dependence of molar mass on time, determined for all 
hyaluronan samples, may suggest the exponential decay of first 
order kinetics. By plotting data in the form of the following line
arized first order kinetic equation, 

In Mw = kt + In Mw0 (1) 

We found that the dependence was non-linear, as we discovered 
in our previous study on the long-term degradation of hyaluronan 
samples [30], In the same work, we presented new kinetic models 
for hyaluronan degradation. We applied our exponential model also 
to the data concerning thermal degradation obtained in this study: 

Mw=MO0+Mdiffekt (2) 

The fit of Mw=f[t) with Equation (2) yields the overall rate 
constant k, the parameter M„ (the theoretical asymptotic value at 
t —> oo), and the second parameter Mdiff {the difference between the 
initial molar mass and the asymptotic value). The rate constants, 
both parameters, and the adjusted R-square values are summarized 
in Table 2. 

As is obvious from Table 2, all adjusted R-square values are close 
to 1, which is a sign of a good fit. When we compare the degradation 
of 1.67 MDa hyaluronan in solution at various temperatures, we can 
see that the degradation rate constants and both molar mass-
related parameters are similar at 37 °C and 60 °C Above 60 °C, 
the degradation rate evidently increases, which is illustrated in 
Table 2 by the data determined for 90 °C The degradation rate 
increased to 0.36 ± 0.06 h _ 1, and M„ decreased to 789 ± 16 kDa. We 
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Table 2 
Fitted parameters (Equation (2)) for the degradation of hyaluronan samples at 37, 60, and 120 °C (indicated in subscripts). 

Sample name 1.67 MDa solution 1.67 MDa powder 1.8 MDa solution 1.8 MDa powder 

k3 7(h-1) 0.24 + 0.03 - 0.12 + 0.02 -
M, n f 3 7 (kDa) 979 + 8 - 1241 +11 -
MdlfF37 (kDa) 168 + 8 - 113 + 10 -
Adj. R-square37 0.99 - 0.99 -
keo(h-1) 0.24 + 0.03 0.22 + 0.05 0.18 + 0.02 0.21 + 0.08 
MmiBo (kDa) 959 + 9 883 + 26 1230 + 6 1123 + 38 
Mdifreo (kDa) 186 + 9 262 + 25 124 + 6 230 + 37 
Adj. R-square6o 0.99 0.99 0.99 0.98 
k90 (h-1) 0.36 + 0.06 0.29 + 0.02 0.38 + 0.03 0.249 + 0.004 
M,niso (kDa) 789 + 16 515 + 19 776 + 15 672 + 5 
Mdiiiso (kDa) 340 + 21 632 + 21 578 + 21 680 + 5 
Adj. R-square90 0.97 1.00 0.99 1.00 
k,20 (h-1) - 0.85 + 0.08 - 0.72 + 0.02 
M lnfi20 (kDa) - 136 + 11 - 146 + 5 
Mdlfri20 (kDa) - 1009 +19 - 1206 + 7 
Adj. R-square12o - 1.00 - 1.00 

can see a similar pattern also for the 1.8 MDa hyaluronan solution. 
Another interesting phenomenon is that both hyaluronan samples 
have practically the same degradation rate constant at 90 °C 

For 1.67 MDa and 1.8 MDa hyaluronan in powder form, the 
degradation parameters are similar at 60 °C. However, at 90 °C, the 
degradation is faster in 1.67 MDa hyaluronan than in 1.8 MDa 
hyaluronan. Also M„ is smaller for 1.67 MDa hyaluronan, which 
suggests deeper degradation. The same occurs after another in
crease in temperature to 120 °C, but more significantly. The 
degradation rate increases rapidly and M„ decreases. 

What is interesting is that lower molecular weight hyaluronan 
degraded faster than higher molecular weight hyaluronan. This is 
not in agreement with our previous study, in which low molecular 
weight hyaluronan degraded more slowly than higher molecular 
weight hyaluronan at the same temperature. However, the expla
nation for this may be connected to the fact that these two mo
lecular weights are only separated by approximately 200 kDa; thus, 
the rate of degradation should be similar, and when we take into 
account the standard deviations of the rate constants, all the rate 
constants at the respective temperatures are similar for both mo
lecular weights. 

In a previous work [30], we performed a time-dependent study 
of the degradation of hyaluronan solutions at room temperature 
(25 °C) and in the refrigerator (4 °C). Even at these temperatures, 
we observed molecular weight changes, and these were assigned to 
temperature degradation. When we compare the degradation rate 
constants determined in both studies, we can see that those 
determined in the previous study were 10 to a 100 times smaller 
than those obtained in the present work for degradation at 37 °C or 
higher. On the basis of Arrhenius law, this difference in rate con
stants at different temperatures is expected. 

6. Conclusions 

• The degradation of HA samples increased with temperature and 
with time of heating, as expected. 

• For HA samples in solution at 37 °C and 60 °C, only a moderate 
level of degradation was observed, which was similar across all 
samples. 

• At 90 °C and 120 °C the degradation of HA samples was 
significant. 

• In powder form at 120 °C, similar levels of thermal degradation 
were observed for both HA samples studied. 

• At lower temperatures, the degradation was faster for HA 
1.67 MDa than for HA 1.8 MDa. 

• A random coil shape was confirmed for all hyaluronic acid 
samples used in this study (for fresh samples, as well as for 
thermally degraded ones). 

• Both BSA samples in solution showed no degradation at 37 °C 
(the molar mass, polydispersity, and radius of gyration exhibited 
the same values during thermal treatment, even after 12 h). 

• An increase in molar mass was observed for both BSA samples 
studied (in solution and in powder) at 60 °C, because of the 
aggregation which occurred. 

• At 90 °C, the polydispersity increased for both BSA samples in 
powder form; after 9 h of heating, PD was already 2 for BSA 
87 kDa and 1.3 for BSA 82 kDa. 
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