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ABSTRAKT

Tato diplomov4 prace se zabyvd stanovenim rozdéleni tenzidu pii fazové separaci v systému
polymer-tenzid. Jako polymer byl zvolen hyaluronan sodny o tfech rtiznych molekulovych
hmotnostech a jako tenzid CTAB. Experimenty byly provedeny v prostiedi 0,15 M NaCl.
Méteni koncentrace CTAB ve vzorcich bylo zaloZeno na tvorbé barevnych komplexti CTAB
s kyselinou pikrovou v chloroformu. K detekci téchto komplexii byla pouzita UV-VIS
spektroskopie. Byl stanoven obsah CTAB v gelech o ¢tyfech rtznych sloZenich
(2 % Hya + 200 mM CTAB, 2 % Hya + 50 mM CTAB, 0,5 % Hya + 200 mM CTAB,
0,5 % Hya + 50 mM CTAB). VSechny gely byly postupné pétkrat promyty 0,15 M NaCl. Na
zakladé€ dat z promyvdni 1ze usuzovat, jaké mnozstvi CTAB je v gelech vazano elektrostaticky
a stericky. Obsah CTAB byl stanoven u nov¢ ptipravenych gelt a u gelti po 2 a 4 mésicich od
ptipravy. Na distribuci CTAB po fdzové separaci md vétsi vliv ptivodni koncentrace CTAB
a hyaluronanu nez molekulovd hmotnost hyaluronanu. Obsah CTAB v nov¢ pfipravenych
gelech 1 po 4 mésicich po pripravé je velmi podobny a dokazuje stabilitu systému.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the determination of distribution a surfactant at phase
separation in polymer-surfactant system. Sodium hyaluronate of three molecular weights was
chosen as a polymer, CTAB was used as a surfactant. The experiments were performed in an
environment of 0,15 M NaCl. The measurement of the CTAB concentration in samples was
based on the formation of coloured complexes of CTAB and picric acid in chloroform. UV-VIS
spectroscopy was used for the detection of these complexes. The content of CTAB was
determined in four gels of different composition (2% Hya + 200 mM CTAB,
2 % Hya + 50 mM CTAB, 0,5 % Hya + 200 mM CTAB, 0,5 % Hya + 50 mM CTAB). All gels
were gradually washed five times with 0,15 M NaCl. The content of CTAB was determined for
newly prepared gels and for gels after 2 and 4 months since the preparation. Initial
concentrations of CTAB and hyaluronan have greater influence on the distribution of CTAB
after phase separation, than the molecular weight of hyaluronan. The content of CTAB in newly
prepared gels and after 4 months since preparation is very similar and demonstrates the stability
of the system.
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hyaluronan, CTAB, interakce, gel, kyselina pikrov4, UV-VIS spektroskopie
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Ptesto, nebo pravé proto, se objevuje v této problematice stdle mnoho nezodpovézenych otazek
a moznych vyzev. Vysledky studii v této oblasti nalézaji uplatnéni v fadé odvétvi. Setkat se
s nimi miZeme od potravinafstvi pres kosmetologii aZ po farmakologii a medicinu.

Predevsim ve stadiu vyzkumu a vyvoje je studium téchto systémi jako nosict 1éCiv. ObzvIast’
vhodny se pro tento tucel jevi biopolymer hyaluronan sodny, ktery mda vysokou afinitu
k receptorim CD44 a RHAMM vyskytujicich se na rakovinnych buiikdch. Hyaluronan vynika
i dal$imi vlastnostmi, které jsou u nosice pro cilenou distribuci 1é¢iv povazovany za nezbytné.
Jako latka t€lu vlastni je pfirozené biokompatibilni a biodegradabilni, naopak neni imunogenni,
cytotoxicky a teratogenni. Spojeni hyaluronanu a tenzidu je jednim z potencidlnich zptisobu
ptipravy cilenych nosict 1é¢iv. Tento systém v sob¢ spojuje vyhody obou latek. Pfedpoklada se,
Ze agregit bude schopen solubilizovat 1€¢ivo prostfednictvim hydrofobni domény tvotfené
tenzidem, zatimco hyaluronan poslouZzi k zacileni na nddorovou tkéan. Pfed pouZitim takovychto
systémti pfi 1éCb¢é je vSak nejprve nutné podrobné charakterizovat interakce v systému
hyaluronan-tenzid.

Tato diplomov4 prace se zabyvd stanovenim rozdéleni tenzidu pii fazové separaci v systému
polymer-tenzid. Jako polymer byl zvolen hyaluronan o tfech rGznych molekulovych
hmotnostech (340 kDa, 639 kDa, 1635 kDa). Jako vhodny kationaktivni tenzid byl vybran
CTAB. Obsah CTAB byl zkouman pro c¢tyii razné gely (0,5 % Hya + 50 mM CTAB,
2 % Hya + 50 mM CTAB, 0,5 % Hya + 200 mM CTAB, 2 % Hya + 200 mM CTAB). Vzniklé
gely byly nasledné promyvany 0,15 M NaCl pro zjisténi miry navazani CTAB v gelu. Pro
stanoveni koncentrace CTAB ve vzorcich byla pouZita kyselina pikrova, kterd s CTAB tvorii
zluty komplex, jehoZz intenzita zbarveni je pfimo imérnd koncentraci CTAB ve vzorku. Vzorky
byly nasledné promeétreny na UV-VIS spektrofotometru. Obsah CTAB byl u vSech testovanych
kombinaci gela stanoven ihned po jejich piipravé a také po dvou a ¢tyfech mésicich od piipravy.
Cilem bylo zjistit, zda se v testovanych gelech méni distribuce CTAB vlivem casu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polymery

Polymery jsou makromolekuly, které se sklddaji z opakujicich se strukturnich jednotek,
jejichz pocet je velmi variabilni a v zdvislosti na konkrétnim polymeru muze dosahovat nékolika
set tisic. Polymery lze d¢lit na zdklad¢ riznych kritérii. Dle pivodu se déli na syntetické
a pfirodni (biopolymery). Biopolymery se nachdzi v télech rostlin a Zivocichi. Mezi typické
zéstupce patii nukleové kyseliny, bilkoviny, polysacharidy a polyterpeny. Podle druhu meru se
polymery dé€li na homopolymery a kopolymery. V zdvislosti na pfitomnosti a charakteru
funk¢nich skupin rozliSujeme polymery na neionogenni aionogenni, oznacované jako
polyelektrolyty [1].

2.1.1 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty se fadi mezi polymery, které nesou na své polymerni kostie ionizovatelné
skupiny schopné disociace v poldrnich rozpoustédlech. Roztok polyelektrolytu je poté tvoifen
polymernim makroiontem a protiionty, coZ jsou disociované ionty. RozliSujeme chovani téchto
polyelektrolytii v roztoku a na nabitém povrchu. Vysledné vlastnosti ovliviluje napf.
koncentrace polyelektrolytu, frakce disociovanych iontovych skupin, hustota ndboje na fetézci,
kvalita rozpoustédla, dielektrickd konstanta roztoku ¢i piitomnost jinych latek a jejich
koncentrace [2].

2.2 Kyselina hyaluronova

Jednd se o biopolysacharid pfirozen¢ se vyskytujici v télech savci vcetné Cloveka, kde
v zavislosti na své molekulové hmotnosti plni nejriiznéjsi funkce. V Zivych organismech se
vyskytuje prevazné v disociované podobé€, pak hovoiime o sodné a draselné soli hyaluronanu.
Roku 1934 byla izolovdna Karlem Meyerem a Johnem Palmerem z hovéziho sklivce. V 50.
letech dvacétého stoleti byla stanovena jeji presnd chemicka struktura a ndzev odvozen ze slov
,hyaloid* (skelnd) a ,,uronova kyselina* [3], [4].

2.2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Kyselina hyaluronovd ma podobu linedarniho polysacharidu sloZzeného z opakujicich se
disacharidovych jednotek. Tento disacharid se sklada z kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-
glukosaminu, které jsou spojeny B-1,4 glykosidickymi vazbami. Disacharidy jsou spojeny B-1,3
glykosidickou vazbou (obr. 1).
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Obr. 1: Strukturni vzorec kyseliny hyaluronové

Vazby jsou ddle stabilizovandny intramolekuldrnimi vodikovymi mustky. Ob¢ sacharidové
podjednotky maji jistou prostorovou podobnost s glukosou, kterd v beta konformaci umoZznuje
objemnym skupindm zaujmout stericky vyhodné&jsi ekvatoridlni pozice, pficemz malé atomy,
jakymi jsou vtomto pfiipadé¢ vodiky, zaujmou mén¢ vyhodnou axidlni pozici. Timto je
vysvétlena energetickd stabilita struktury. Jelikoz hyaluronan obsahuje zna¢né mnoZstvi
hydroxylovych skupin, jednd se o silné¢ hygroskopickou latku [5].

2.2.2 Struktura v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je kostra molekuly hyaluronanu rigidni diky kombinaci chemické
struktury disacharidu, vnitfnim vodikovym vazbdm a interakcim s rozpoustédlem. Axidlni
vodikové atomy tvoii nepoldrni, relativné¢ hydrofobni oblast molekuly, zatimco postranni
skupiny v ekvatoridlni poloze vytvaii polarni, hydrofilni oblast. Kazd4 disacharidova jednotka je

vuci jednotce ndsledujici otoena o 180°. Dvé jednotky tak davéji oto¢eni o 360° a struktura
fetézce nabyva tvar tzv. zkroucené stuhy.

Roztoky hyaluronanu vykazuji velmi neobvyklé reologické vlastnosti a jsou mimoiadné
lubrikaéni a hydrofilni. V roztoku polymerni fetézec hyaluronanu zaujimd podobu
expandovaného ndhodného klubka. Tyto fetézce se mezi sebou zapletou pfi velmi nizké
koncentraci, coz muze piispivat k neobvyklym reologickym vlastnostem. Pfi vysokych
koncentracich maji roztoky extrémné¢ vysokou viskozitu zdvislou na smykové rychlosti [4], [6].

2.2.3 Polymerni struktura

Enzymy hyaluronan synthasy syntetizuji velké, linedrni polymery s opakujici se
disacharidovou strukturou pomoci stfidavého piipojovéani kyseliny glukuronové a N-acetyl-D-
glucosaminu do rostouciho fetézce. Pocet opakujicich se disacharidi v kompletni molekule
hyaluronanu mtize byt 10000 a vice, ¢imZz se molekulovd hmotnost pohybuje okolo 4
miliont Da. Molekulovd hmotnost kazdého disacharidu se pohybuje okolo 400 Da a jeho délka
jeccal nm [3], [4].

2.2.4 Vyskyt a funkce

Kyselina hyaluronovd je ptirozenou soucdsti lidského téla. Je hlavni slozkou synovidlni

vV 2 /7 V™ oOow

tekutiny v mezibunécné hmot¢ chrupavky, vyskytuje se v pupecni $iiite, kazi, a to predevsim ve
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Skare, dale se nachazi v slzdch i predni o¢ni komofe. Nejvyssi mnozstvi hyaluronanu se u lidi
a jinych obratlovctl vyskytuje v extracelularni hmoté mékkych pojivovych tkéani [7]. Hyaluronan
se nachazi také u ne¢kterych kment bakterii, neni vSak pfitomen u hub, roslin ¢i hmyzu [8].

Podili se na regulaci transportu tekutin a ovliviiuje diftizi makromolekularnich latek
v organismu. Diky své viskoelasticit¢ chrani klouby, lubrikuje tkan€ a chrani je pied infekci,
hraje dulezitou roli pii struktufe a obnové klize, udrZzuje hydratované okoli bungk, je soucasti
prostiedi pro dé€leni, migraci a adhezi buné€k, efektivné vaze volné radikdly a chrani pokozku
pfed UV zafenim. Kyselina hyaluronova o niz§ich molekulovych hmotnostech plni v organismu
regulacni funkci, zatimco vysokomolekuldrni ma funkci organizitor tkan¢ a vynikda vysokou
lubrikacni aktivitou [9].

2.2.5 Pouziti

Hyaluronan, jakozto latka télu vlastni, nese piirozené¢ fadu vyhod oproti synteticky
pfipravenym l4atkdm. Je biokompatibilni, biodegradabilni, naopak neni imunogenni, cytotoxicky
¢i teratogenni.

Diky své schopnosti penetrovat kiizi a vysoce hydratacnim a viskoelastickym vlastnostem je
cenénou slozkou kosmetickych ptipravkl proti starnuti pleti. Krom¢ nejriznéjSich krémi a sér
se hyaluronan pouZziva jako kozni vypli, kterd je aplikovana injekéné. Pomoci tohoto zakroku
pak lze na urCitou dobu napf. vyrovnat asymetrie obli¢eje, korigovat nosoretni ryhu, vyplnit
uzké rty ¢i jednotlivé vrasky. Hyaluronan je diky své schopnosti pohlcovat volné radikdly
pouzivan do kosmetickych piipravkl na opalovani [10].

Na zékladé schopnosti dlouhodobé& ochranovat rohovku pii hojeni, zvlhcovat oko a chranit ho
tak pfed nadmérnym vysychanim se pouziva v nejriznéjSich o¢nich ptipravcich [11].

V chirurgii jsou vyuZivany sitované derivaty hyaluronanu pod ndzvem hylany slouZici jako
prevence pooperacnich srustil, nebo leSeni pro rast bunécné hmoty pfi hojeni tkanovych defektu.
Uplatnuje se také pii vyrobé implantatii a roztoki pro 1écbu osteopordzy [12]. Na trhu existuji
jiz komer¢ni preperaty na bazi hyaluronanu a jédového komplexu ur¢ené k hojeni chronickych
ran jakymi jsou diabetické viedy, bércové viedy a proleZeniny [13].

Hyaluronan vykazuje vysokou afinitu k receptorim CD44 a RHAMM, které jsou hojné
exprimovany nddorovou tkdni. Na zdklad¢ toho se nabizi vyuziti hyaluronanu jako nosice 1é¢iva
pfi cilené 1écbé. Nosi€ s 1é¢ivem by se mohl dostat k postizené tkani a uvolnit 1é¢ivo, aniZ by
poskodil zdravou tkan. Také diky svym mukoadhezivnim vlastnostem a dobrou sndSenlivosti
organismem je potencidlné vyuZitelny pro tuto aplikaci. Byl jiZ pouzit jako cileny nosi¢ 1€kt
parenterdlné (nitroZilni a podkozni podani) i neparenterdln¢ (napt. o¢ni a nasalni podani). [14].

2.3 Tenzidy

Anglicky vyraz pro tenzidy ,surfactants napovidd, Ze se jednd o latky povrchové aktivni
(PAL). Tyto latky se ochotné¢ a samovoln¢ koncentruji na fizovém rozhrani a pfitom sniZuji
povrchové napéti mezi fazemi. Diky své struktuife (obr. 2) se molekuly PAL nazyvaji
amfipatické ¢i amfifilni. Jedna ¢ast molekuly je tvofena hydrofobni (nepolarni) ¢asti, nazyvanou
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ocas nebo chvost a druhd ¢ast molekuly je hydrofilni (poldrni) hlava ¢i hlavicka. Hydrofobni
¢ast molekuly je Casto tvofena nasycenym uhlovodikovym fetézcem.

hydrofilni é4st (hlaviika)

| AVAVAVAVAVA

hydrofobni éast (pcas)

Obr. 2: Molekula povrchove aktivni ldtky

Dle schopnosti disociovat ve vodném prostiedi jsou tenzidy fazeny do n€kolika skupin (obr.
3). Tenzidy lze délit na neionogenni a ionogenni, ty pak ddle na anionaktivni, kationaktivni
a amfoterni.

hydrofobni g ) hydrofilni

cast

cast

anionalkiimi (SDS)

kationalcthmi (CTAB)

amfoterni (lecithin)

OO0 P a0, P® neionogenni (Triton X- 1000

Obr. 3: Rozdelni tenzidii dle povahy hydrofilni cdsti molekuly s priklady zdstupcii pro jednotlivé
typy tenzidu. [15].

Detergent je smés tenzidu a dalSich latek, kterd mé detergencni vlastnosti. Detergence je
schopnost prevadét necistotu z pevného povrchu do objemové fize roztoku. Molekuly
povrchové aktivnich latek se adsorbuji na povrchu pevné latky a na vrstvé necistot, ¢imz se
zméni velikost dhlu sméceni. Necistoty se postupné sbaluji a uvoliiuji z povrchu. Pti pfechodu
do roztoku dojde ke stabilizaci uvolnénych ¢astic necistot jejich solubilizaci do micel, které maji
hydrofilni povrch. Je tak zabranéno jejich zpétnému pfipoutéani se k ¢istému povrchu.

Tenzidy jsou hojn¢ vyuziviany v mnoha odvétvich. Denné se s nimi setkdvame v kosmetice,
mycich, Cisticich a pracich prostfedcich. Diky svym amfifilnim vlastnostem jsou studovany pro
piipravu cilenych nosic¢i 1éCiv [16], [17].

2.3.1 Kationaktivni tenzidy

U vétSiny kationaktivnich tenzidi je kationtem kvarterni dusikovy atom, hovoiime pak
o kvarterni amoniové soli. V kyselé oblasti pH se soli alkylamint fadi rovnéz k této skupiné
tenzidi.
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Vyroba katioanktivni tenzidd je drazsi a ndrocnéjsi nez u jinych typu tenzidd. Z toho vychazi
i jejich pouZziti.

Kvarterni amoniové slouceniny vynikaji svym antimikrobidlnim tu¢inkem. V lékafstvi jsou
proto vyuzivany jako antiseptika a dezinfek¢ni latky. Dale jsou uc¢innou slozkou avivazi, které
kromé& viné zajisti odévum ze syntetickych textilnich vldken antistatickou dpravu. V neposledni
fad¢ byvaji obsazeny ve vlasovych kondicionérech a riznych koupelovych piipravcich.

Strukturni variabilita kationaktivnich tenzidl je nepomérné vySsi neZ anionaktivnich, jsou to
napt. kvarterni soli heterocyklii, imidazolinu, pyridinu atd. Kationaktivni tenzidy nelze
v riznych recepturdch kombinovat s anionaktivnimi tenzidy, protoZe se vzdjemné¢ srdzZeji na
nerozpustny aglomerat. Zarovenn mohou byt tyto tenzidy pouzity jen v piipadé, Ze obsahuji
v molekule ionickou i neionickou ¢ast, kterd zajistuje rozpustnost vzniklého aglomeratu ve vodé
[18].

2.3.2 Cetyltrimethylamonium bromid

Dalsi moZzné oznaceni této slouceniny jsou hexadecyltrimethylamonium bromid, cetrimonium
bromid a CTAB. Jedna se o amfifilni molekulu, kvarterni amoniovou slou¢eninu fazenou mezi
kationaktivni tenzidy. Skldd4d se ze Sestnéctiuhlikatého tétézce (hydrofobni ¢ast) a kladné

s w2z

nabitého atomu dusiku, na ktery jsou navazany tfi methylové skupiny (hydrofilni ¢ast) (obr. 4).

CHs;

+

N"—CH,

H3C\/\/\/\/\/\/\/\/ |

CHs gy

Obr. 4 Strukturni vzorec CTAB

M3 vzhled témér bilé az bilé pevné latky. Je malo rozpustny ve vodé (3 g/l pii 20°C).
Hexadecyltrimethylamoniovy kationt je antiseptickym c¢inidlem pouZivanym proti bakteriim
a houbam. Byva vyuzivan pfi izolaci DNA rostlin i riznych organismii, nebo napft. k amplifikaci
specifickych tdsekl rostlinné DNA. Déle se pouzivd pfi stanoveni molekulovych hmostnosti
proteintl, stanoveni kritické miceldrni koncentrace (CMC) pracich prostiedki. Diky svym
vlastnostem je vhodnou, avsak pon¢kud drazsi, slozkou kosmetickych ptipravku [19].
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2.4 Interakce polymer-tenzid

o, ee

astdle je v ni zaznamendvan rozvoj. S vysledky téchto studii se miZeme setkat napiiklad
v potravinaistvi, kosmetologii, farmacii a medicin¢.

Interakce tenzidii s ve vod¢ rozpustnymi polymery byla prvné studovana a publikovana roku
1950 autory Sata a Saito [20]. Roku 1967 byl Jonesem vytvoten koncepCni rdmec k popisu
interakci mezi tenzidy a polymery [21].

Interakce  polymer-tenzid jsou kontrolovany rovnovdhou mezi  hydrofobnimi
a elektrostatickymi interakcemi. Ve vodné smési polymer-tenzid poskytuje tenzid kontrolu nad
mezifdzovym napétim, emulgacni kapacitou a koloidni stabilitou, zatimco polymer poskytuje
kontrolu nad reologickymi vlastnostmi stejné jako nad koloidni stabilitou. V zavislosti na
povaze tenzidu (kationaktivni, anionaktivni, neiontovy) a polymeru (neutrdlni nebo
polyelektrolyt) se muZe vyskytovat mnoho typl interakci polymer-tenzid. Ke studiu bylo
vyuzito Siroké spektrum experimentalnich metod véetné méteni elektrické vodivosti, viskozity,
povrchového napéti, bodu zdkalu a rozpustnosti, vazebné studie uzivaji dialyzu a ion-specifické
elektrody. Oblibenymi spektroskopickymi technikami jsou absorpéni spektroskopie,
fluorescencni spektroskopie, NMR spektroskopie, rozptyl svétla, malodhlovy rozptyl neutront
(SANS), déle byly provedeny termodynamické studie s vyuzitim kalorimetrie a volumetrické
metody [22], [23], [24].

Dle literatury lze usuzovat, Ze jsou cCasto studovany systémy s nenabitym polymerem
a nabitym tenzidem, nebo polymery a tenzidy nesouci opacné naboje.

Konkrétnimi piiklady casto studovanych systémil nenabity polymer-nabity tenzid jsou PEO-
SDS (polyethylenglykol-dodecylsulfat sodny) a PVP-SDS (polyvinylpyrrolidone-dodecylsulfat
sodny). NejdileZitejsim faktorem ovliviiujicim navdzané mnozstvi SDS na nenabity polymer, je
iontova sila prostfedi. S rostouci iontovou silou dochédzi ke znaénému zvySeni navazaného SDS.
Asociace nenabitého polymeru s anionaktivnim tenzidem je spojena s konforma¢nimi zménami
molekul polymeru. To ma vliv zejména na viskozitu systému. K vyraznéjSimu narustu viskozity
dochazi pak pfi kritické agrega¢ni koncentraci (CAC).

Interakce mezi polyelektrolyty a opané nabitymi tenzidy jsou zaloZeny zejména na pusobeni
elektrostatickych sil. Asociace pocind jiz pti velmi nizkych koncentracich tenzidu a CAC je
casto o nékolik fadl nizs$i nez CMC samotného tenzidu

Interakce nenabitého polymeru s neionogennimi tenzidy jsou velmi slabé a 1ze je méfit pouze
s vyuzitim specidlnich technik. [25].

Na interakce v systému polyelektrolyt-tenzid maji dileZity vliv sloZeni, linedrni hustota,
pozice ndboje a dynamika kostry polymeru. Interakce polymer-tenzid zahrnuji proces agregace
tenzidil analogicky normdlnimu procesu micelizace. Pocéatek, kdy se molekuly tenzidu vazi na
polymer je oznacovan jako CAC. Pokud je hodnota CAC vyssi nez CMC, situace by mohla
naznaCovat, Ze molekuly tenzidu by mohly preferovat micelizaci sami sebe misto vzniku
smisenych micel. Komplexy se mohou tvofit samovolné jiZ pfi nizkych koncentracich tenzidu.
Pti dosaZzeni CAC nastiva tvorba micel védzanych na strukturu polyiontu. Pfi nasledném
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zvySovani koncentrace dochdzi k tvorbé volnych micel a sloZitéj$ich agregat v roztoku. Obsah
NaCl v prosttedi miZe ovlivnit tvorbu komplext, jelikoZ sniZzuje afinitu tenzida
k polyelektrolytiim a podporuje kooperativni interakce tenzidu, které nasledné tvoii micely [26].

Nagarajan a Kalpakci tvrdi, Ze hlavni hnaci silou pro asociaci molekul tenzidu v pfitomnosti
polymeru jsou hydrofobni interakce. Dale zjistili, Ze kationaktivni tenzidy interaguji
s neiontovymi polymery slab¢ji nez anionaktivni tenzidy [27].

Dhara a Shah zjistili, Ze interakce mezi syntetickymi polymery rozpustnymi ve vodé a SDS
nenf fizena hydrofobicitou polymer samotnych [28].

Picullel a spol. dospéli k zdvéru, Ze povaha asociace polymer-micela je siln€¢ ovlivnéna
povahou polymeru [29]. V dal§i prici tento autor a kol. navrhli, Ze interakce tenzidli
s hydrofobné modifikovanymi polymery jsou analogické vzniku smé&snych micel [30].

Liu a spol. se zabyvali interakcemi elektrolytli s tenzidem nesouci opa¢ny ndboj. Ke studiu
vyuzivali molekuldrni modelovani. Dospéli k zdvéru, Ze agregaci tenzidii znacné ovliviiuje
povaha elektrolytu [31].

2.4.1 Interakce hyaluronan-tenzid

Smiseni hyaluronanu a tenzidu muze vést ke vzniku asociatl, ve kterych jsou hydrofobni
domény schopny solubilizovat hydrofobni latky a mohou se stit vhodnym cilenym nosi¢em
1éCiv. Yin a spol. studovali fluorescenénimi metodami interakce hyaluronanu s neionogennimi
(Cremophor EL a Tween 80) a anionaktivnimi (SDS) tenzidy. Zjistili, Ze CMC jsou témér
identické pro Cremophor EL v pfitomnosti i absenci hyaluronanu. Systém hyaluronan-SDS
vykazuje niz8i hodnoty CMC, které indikuji, Ze se chovd podobné jako nizkomolekularni
elektrolyt. Toto chovani bylo ovéfeno podobnymi experimenty s Cistym SDS v roztoku NaCl.
Dle vysledkii je zfejmé, Ze interakce mezi hyaluronanem a neionogennimi tenzidy jsou
extrémné slabé. To podporuje myslenku pouZit ve spojeni se zdporn¢ nabitym hyaluronanem
kationaktivni tenzidy [32].

Problematice interakci mezi hyaluronanem a alkyltrimethylammonium bromidy s riznou
délkou alkylového fetézce (8, 9, 10, 12, 14 a 16 uhliki) se jiz v devadesatych letech dvacatého
stoleti vyznamné vénovali Thalberg a spol. Nejcastéji ke svym experimentim pouZzivali
tetradecylové a hexadecylové derivaty alkyltrimethylammonium bromidu. Jako prostiedi uzivali
vodné a elektrolytové roztoky (NaCl nebo NaBr).

V prvni studii se autofi zaméfili na zkoumani interakci mezi hyaluronanem a rGznymi
amfifilnimi molekulami ve vodnych roztocich. Pouzili sérii alkyltrimethyl ammonium bromida
s fetézci dlouhymi 8, 9, 10, 12, 14 a 16 atomu uhliku v alkylové skupiné. Pfi svych vyzkumech
pouZzivali vodivost, solubilizaci barviv, optickou aktivitu a IH NMR.

o s

Dospéli k zavérim, Ze k hyaluronanu se vazi tenzidy, které maji v uhlikovém fetézci vice nez
deset atomt a jejich vdzani se zapocne jiz pfi malych koncentracich tenzidu. Vaznost je zna¢né
slab$i nez pro vétSinu jinych karboxyldtovych polyelektrolyti, vzhledem k nizké linedrni
nabojové hustoté hyaluronanu. U tenzida s krat§im linedrnim fetézcem je tvorba volnych micel
energeticky upfednostiiovédna pted vdzdnim tenzidu na hyaluronan.
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Pti dosazeni urCitého stupné navazani tenzidu na hyaluronan jiZ nejsou komplexy déle
rozpustné ve vod¢ a dochdzi k fazové separaci a vzniku precipitati. Precipitit je mozné znovu
rozpustit velkym nadbytkem tenzidu, nebo piidavkem nizkomolekuldrniho elektrolytu. Na
zéklad¢ pfitomnosti nizkomolekuldrniho elektrolytu (NaBr) v systému hyaluronan-CTAB
usoudili, Ze mnoZstvi NaCl omezuje interakce mezi polyelektrolytem a tenzidem, coz
nasvédcCuje tomu, Ze je vyznamnd Cast interakci elektrostatické povahy.

Diéle zjistili, ze delsi alkylovy fetézec tenzidu pfispivd k vice rozsdhlému dvoufiazovému
regionu. Pfi studiu vlivu molekulové hmotnosti polymeru na chovédni systému usoudili, Ze
zména molekulové hmotnosti polymeru nemé obecné vyrazny vliv na fazovy diagram [33-37].

Halasova studovala interakce hyaluronanu s ionogennimi (kationaktivni, anionaktivni,

amfoterni) 1 neionogennimi tenzidy. Jako nejvhodnéjsi tenzid pro potencidlni aplikaci v cilené
distribuci 1é¢iv se ukazal CTAB [38].

Halasovd a spol. studovali interakce hyaluronanu s riznymi tenzidy v prostiedi NaCl.
Ukazalo se, ze ackoliv NaCl mtiZze potlaovat interakce mezi opacné nabitym polyelektrolytem
a tenzidem, v nckterych systémech tohoto typu jsou nezdvisle na iontové povaze tenzidu
interakce stdle pfitomny. Ke studiu vyuZzivali tenziometrii a fluores¢ni metody a dospéli
k zavéru, Ze v pfitomnosti hyaluronanu se tvorba agregati nevyskytuje pii jedné konkrétni
koncentraci tenzidu, ale spiSe v ur¢itém intervalu [39].

2.5 Analytické stanoveni kationaktivnich tenzidi

Kationaktivni tenzidy jsou uzivany v 1ékatské praxi jako antiseptika, denné se s nimi miZeme
setkat v nejraznéjSich dezinfekcnich, koupelovych a kosmetickych prostiedcich. Dilezitost
apomérné Casté uzivani kationaktivnich tenzidii si vyZzadaly rozvoj analytickych metod pro
jejich stanovovani. Stanoveni kationaktivnich tenzidi ma velky vyznam mimo jiné pro Zivotni
prostiedi, protoZe se mohou tyto tenzidy a jejich degradacni produkty nachizet v nejriiznéjsich
ekosystémech. Jejich pritomnost byla potvrzena v pevnych (sedimenty a kaly) i kapalnych
(pozemni a odpadni voda, voda rybnik, fek a mofi{) vzorcich Zivotniho prostiedi.

Pfi stanoveni kationaktivnich tenzidi bylo vyuZivdno celé fady metod. Analytickému
stanoveni kvarternich amonnych kationti se vyznamné vénovali napi. Cross a Singer.
PtredevSim v minulosti byla v této problematice oblibenou metodou tenkovrstva chromatografie
(TLC) aiontové parova extrakce (PIX). Dale byla pouZzivdna napf. plynovd a vysoce uc¢inna
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii ¢i NMR [40].

2.5.1 Kolorimetricka ¢inidla

Vhodna kolorimetricka ¢inidla pro urceni nizkych koncentraci kationaktivnich tenzidl ve
vzorcich jsou napf.: methyloranz, oranz II, bromthymolovd modf, bromfenolovd modf,
disulfinova modr a kyselina pikrova.

Kyselina pikrova, 2,4,6-trinitrofenol, je zlutd pevnd latka bez charakteristického zdpachu,
malo rozpustnd ve vod¢. Vyrdbi se nitraci 4-hydroxybenzen-1,3-disulfonové kyseliny nebo
fenolu.
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Je vysoce reaktivni s Sirokou paletou latek (napf. aminy, baze, kovy jako olovo, zinek, méd,
rtut’) s nimiZ tvofi soli pikréty, které jsou mnohem reaktivnéjsi a citlivéjsi na naraz nez samotné
kyseliny. Je vysoce citlivd na teplo, ndraz a tteni. Musi byt uchovdvéna pod vodou, protoZe pfi
jejim vyschnuti hrozi nebezpe¢i vybuchu. Pfi manipulaci s ni musi byt pouZiviany ochranné
pomucky, jelikoZ je pro ¢lovéka toxickd pti vdechnuti, poZiti i koZnim kontaktu. Dily svym
reaktivnim vlastnostem se pouZziva pfi vyrob¢ trhavin. Své vyuziti nachdzi také v kozed¢€lném
a textilnim pramyslu, ve sklafstvi, ¢i laboratornich metodach ve spojeni s medicinou. Konkrétné

je to napf. pii stanoveni kreatininu v séru ¢i kolorimetrické stanoveni hladiny cukru v krvi.

Hojné se pouZziva jako kolorimetrické Cinidlo a v syntéznich reakcich Je vhodnym c¢inidlem
pro spektrofotometrické urceni neiontovych a kationaktivnich tenzidl. Kyselina pikrova vytvaii
s kationaktivnimi tenzidy ve vodnych roztocich pii pH 4-12 stabilni, Zluté komplexy, pti¢emz
intenzita zbarveni je pifimo Umérnd koncentraci stanovované latky ve vzorku. lontovy par
kvarternich amint a kyseliny pikrové se extrahuje z vodného roztoku do 1,2-dichlormethanu
nebo chloroformu [41], [42].

Disulfinova modF je ¢asto uzivané ¢inidlo pro ureni kationaktivnich tenzidd, pfedevSim
v matricich ve vztahu k Zivotnimu prostfedi. M4 podobu tmavéfialového prasku bez
charakteristického zdpachu. Kationaktivni tenzidy tvofi stimto cCinidlem modfe zbarveny
komplex méfitelny pti 625 nm. Metoda s disulfinovou modii je vhodna i pro analyzu vzorkt
obsahujicich jiné tenzidy a interferujici latky pomoci pfidani iontové vyménného kroku k izolaci
kationtd. Jestlize jsou ve vzorku piitomny anorganické ionty (perchloritovy, jodidovy), budou
soutézit s disulfinovou modii ve vznikajicich extrahovatelnych komplexech s kvarternimi
aminy. Interference je vSak vyznamna pouze pfi relativné vysoké koncentraci aniontii. Metoda
s disulfinovou modii je oproti stanoveni s bromfenolovou modii 1épe reprodukovatelna
a citlivejsi [43].

Oranz II se uplatiiuje pii jednoduchych testech primarni biodegradability a vodni toxicity ve
spojeni s kationaktivnimi tenzidy. Ma vzhled oranZové pevné litky bez charakteristického
zapachu. Oranz II vytvafi s kationaktivnimi tenzidy z chloroformu extrahovatelné 1:1
stechiometrické ion-asociujici slouceniny (maximéalni vinova délka 485 nm). Toto Cinidlo miiZe
byt vyuZzito k urceni kationaktivnich tenzidii obecné, nebo pouze kvarternich amoniovych
sloucenin ve smésich pomoci vhodného extrakéniho pH. Prokdzdna byla také pouzitelnost
OranZ II pro urceni amfoternich tenzida [43].

MethyloranZ je oranZova pevni litka slabé charakteristického zépachu. Radi se mezi
azobarviva Casto pouzivand jako pH indikédtor pii titracich. Méni barvu pii pH v oblasti
sttednich kyselin, diky tomu se pouZziva pii titraci kyselin.

Vétsina zminénych Cinidel poskytuje spolehlivé vysledky pres Siroké spektrum pH. Pfi vyvoji
metody k urceni specifickych kationaktivnich tenzida je také vhodné optimalizovat pH pro
maximalni extrakci a vyvoj barvy [44].

2.5.2 Interakce barvivo-tenzid

Interakce barviv a tenzidi jsou dilezité v textilnim primyslu stejn¢ jako v chemickém
vyzkumu. DuleZity vyznam hraji napf. v biochemii, analytické chemii a chemii Zivotniho
prostiedi.
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Pii interakcich v systému barvivo-tenzid maji vyznamnou roli nekovalentni vazby.
Hydrofobni interakce kromé agregace tenzidi ovliviiuji mimo jiné molekuldrni rozpoznavaci
procesy, nebo konformaci proteinii. DtleZitou roli dédle hraji vodikové mustky a elektrostatické
interakce.

Tenzidy, v micelizované a premicelizované podobé&, ovliviuji spektrdlni charakteristiky
barviv, coZ vede k posunu ve vlnové délce maximélni absorpce nebo emise. Mohou se objevit
nové pasy a vymizet pasy puvodni. Solvatochromismus je pozorovan u ptirodnich i syntetickych
(napft. azo, pyridin, cyanin, akridin, trifenylmethan, antrachinon) barviv.

Pokud je k roztoku barviva pfiddn tenzid pii submiceldrni koncentraci, nastdvaji mezi
barvivem a tenzidem specifické molekularni interakce. Tyto interakce primdrné nastavaji
s tenzidy, které jsou opacné nabité nez barvivo. V piitomnosti barviva je vznik premiceldrnich
agregatti pii koncentraci pod CMC n¢kterych tenzidii znamy jev. Pfi koncentraci pod CMC
tenzidu mohou byt formovany molekuldarni komplexy majici specifické fyzikalné-chemické
vlastnosti.

U miceldrnich tenzidll je zndmo, Ze rozpousti i jinak nerozpustnd barviva. Dezintegruje
barvivové agregity na monomery, nebo rozdéli rozpustna barviva prostfednictvim zaclenéni do
tenzidovych micel. Obecné plati, Ze jsou pozoroviany hypsochromni a bathochromni posuny
puvodnich barvivovych pésu pfi interakci barviva s opacné nabitymi micelami. Micely ovliviuji
nejen elektronovou strukturu barviva, ale také pKa indikétora.

Z raznych metod uZivanych ke studiu interakci barvivo-tenzid v miceldrnim mediu je vhodné
zminit pfedevSim konduktometrickou metodu, Jobsovu metodu, Stark effect spektroskopii,
metodu kontinudlni variace, potenciometrické metody, elektrickou odporovou spektroskopii
i jiné spektroskopické a termodynamické metody [40], [24].

Kubicek a Némcovd studovali interakce CTAB a jinych tenzid s methyloranzi a kyselinou
pikrovou pomoci UV-VIS spektrofotometrie a iontové-parové extrak¢éni spektrofotometrie.
Autofi ve svych experimentech vychdzi z praci Buwaldy, ktery se zabyval interakcemi tenzida
a azobraviv. Pfi experimetech autofi sledovali vliv vzristajtho molarniho ptebytku barviv nad
molarnim mnozZstvim tenzidu. Zjistili, Ze kyselina pikrovd a methyloranz interaguji s tenzidy
odliSnym zptisobem. U systéml methyloranz-tenzid byly zaznameniny vyrazné zmeény ve
spektrech. Kyselina pikrova tvoii ve vodnych roztocich se studovanymi tenzidy iontové pary,
pficemz zadné sloZzitéjsi asociaty nebyly pozorovéany, ani v pfipadé, kdyz byla kyselina pikrova
pouzita v molarnim ptebytku. Jeji chovani je tedy odliSné od methyloranze, toto zjiSténi
potvrzuji vysledky z extrak¢ni spektrofotometrie.

Rozdilné chovani obou barviv je pfipisovdno jejich strukturnim odliSnostem. Kyselina
pikrova je schopna tvofit intramolekuldrni mustky mezi hydroxylem a nitroskupinou. Jeji
tendence k hydrofobnim interakcim je znacné redukovana vlivem vysoké elektronové hustoty na
nitroskupindch. Neni splnén predpoklad tvorby asociéti, tedy silnd hydrofobicita Casti
molekuly. Naopak methyloranZ obsahuje ¢ast hydrofobni i iontovou a spliuje tak podminky
nutné pro asociaci.
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Pomoci iontové-parové extrakéni spektrofotometrie byl detekovan hypochromni posun pii
zvySujicim se moldrnim poméru methyloranz-tenzid. Autofi usuzuji, Ze v systému vznikd ve
vodé rozpustny asociat, ktery negativn€ ovlivituje tvorbu iontového péaru. V chloroformu je pak
extrahovano jeho mensi mnozstvi. Za nepravdépodobné povazuji, Ze by hypochromni posun
zpuisobovalo samotné barvivo, inverzni micely tenzidu, nebo premiceldrni asociity
v chloroformové vrstvé. Pfi pouziti UV-VIS spektrofotometrie byl zjiStén stejny posun ve
spektru pifi ménici se koncentraci tenzidu, jako v pracich Buwaldy. Dale bylo zjiSténo, Ze
asociaty obsahujici barvivo i tenzid jsou nerozpustné v chloroformu, maji iontovy charakter
a jejich tvorba je v kompetici s tvorbou iontovych pard. Autofi vyloucili moZnost posunu ve
spektru tvorbou samotnych dimert barviva [45].

Simon a spol. provedli stanoveni koncentrace kationaktivnich tenzidii ve tkanich motskych
organismil, kalamérech. Kationaktivni tenzidy, zpétné ziskané extrakci z tkdn¢ ethanolem, jsou
odd¢€leny od vodné faze do chloroformu. Metoda méa detek¢ni limit piiblizné 1 mg/kg [46].

Wurster  a Werawatganone studovali systém neionogenniho  polymeru,
hydroxypropylmethylcelulosy (MPMC) s kationaktivnim tenzidem, CTAB. Cilem bylo
stanoveni koncentrace tenzidu CTAB ve vzorcich. Zikladem metody je extrakce CTAB do
chloroformového roztoku kyseliny pikrové, kterd tvoii s CTAB Zluty komplex, jehoZ intenzita
zbarveni je piimo umérnd koncentraci CTAB ve vzorku. Ke stanoveni byla pouzita UV-VIS
spektroskopie [47].

Sejnohovd studovala systém hyaluronan-CTAB ve vodé i NaCl. Ke stanoveni koncentrace
CTAB pouzila Mahrousovu metodu, kterou modifikovala pro své experimenty. Pomoci
dialyza¢ni technikystudovala stabilitu systému hyaluronan-CTAB. Ke studiu pouZivala UV-VIS
spektroskopii. Zjistila, ze piitomnost Hya v roztoku snizZi mnozstvi volnych molekul CTAB,
které mohou byt ve vzorku stanoveny nezavisle na pouZitém prostredi. Prokdzala interakce
hyaluronan-CTAB a vétsi afinitu CTAB k hyaluronanu nezZ ke kyselin€ pikrové [48].

Po pfidani opacné nabitych iontovych tenzidl (v niz§i koncentraci nez CMC) do vodnych
roztokll iontovych barviv je pozorovéana variabilita ve spektrdlnim chovani téchto roztokt. Tato
variabilita mlze byt pfisuzovédna napfi. tvorb¢ iontového paru, tvorb¢ soli barvivo-tenzid, vzniku
molekuldrniho komplexu, indukovanym agregitim z molekul barviva, agregaci barvivo-
tenzidovému komplexu, nebo zméndm v mikroprostfedi chromoforu barviva. Pivod interakci se
muze ménit v zavislosti na konkrétnim typu systému barvivo-tenzid [49].

2.5.2.1 Iontové pdry v systému barvivo-tenzid

Pro vznik iontovych part je v tomto systému potifebnd existence opacné nabitych molekul
barviva a tenzidu.

Dutta a spol. studovali vliv kationaktivnich tenzid( na spektrdlni vlastnosti methyloranze.
Zjistili, ze hypsochromni posun absorpcniho pdsu methyloranze nastdva diky zménam
v mikroprostiedi chromoforu, kde jsou dipdly vody obklopujici barvivo cCastecné nahrazeny
tenzidovymi hydrofobnimi fetézci. Sila interakci zavisi na typu iontové skupiny i protiiontu
a délce alkylového fetézce. Kationaktivni tenzidy mohou tvofit iontové pary, toho se vyuziva pii
nasledné detekci spektroskopickymi metodami. Iontové vyménna chromatografie byla dlouho
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uzivana, aby se vyhnulo nedostatkiim pifimé analyzy iontovych pdrd, kterou je necitlivost
metody k nizkym koncentracim detekovanych latek ve vzorku [50].

2.5.2.2 Agregaty v systému barvivo-tenzid

Pti velmi nizkych koncentracich tenzidl dochdzi k agregaci iontovych tenzidl a barviv. Diky
pfitomnosti chromoforu v molekule barviva lze sledovat proces agregace spektroskopickymi
metodami. Interakce 1ze pozorovat, jestliZe barvivo nese opacny ndboj nez tenzid [24].

Buwalda a spol. studovali interakce kationaktivnich tenzidl a azobarviv. Dospéli k zavéru, Ze
interakce pozorované v téchto systémech zdvisi na délce fetézce tenzidu, piitomnosti
elektrolytil, typu a pozici substituentli v barvivu. Ddle tvrdi, Ze tvorba iontovych part vyhradné
pii nizkych koncentracich tenzidii neni zcela jednoznacna.

Ve vodnych roztocich byla pozorovana fazova separace agregéti barviva s tenzidem jesté pod
CMC. To pfipisuji solim barviv s tenzidem, precipitity se pak sklddaji z ekvimolarniho
mnoZstvi obou komponent.

Citlivost barviv k polarité prostfedi, ve kterém jsou rozpustény, je ¢ini extrémné vhodné pro
vykazovdani pfitomnosti hydrofobnich mikrodomén ve vodném roztoku. Barviva jsou casto
pouZivana k uréeni CMC tenzidi. Casto pouZivand barviva pro uréeni CMC jsou napi.
bromfenolovd modf a pyren. Kritické miceldrni koncentrace ur¢ené metodou solubilizace barviv
jsou obvykle nizsi nez métfeni v nepfitomnosti barviv. Absorp¢ni spektra barviv ¢asto vykazuji
anomalie pii koncentracich hluboko pod CMC tenzidi, kdyZ jsou ndboje iontové skupiny barviv
a tenzida opacné [51].
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2.6 Molekulova absorp¢ni spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti

UV-VIS spektroskopie je metoda, kterd mé vyuZziti predevs§im v kvantitativni analyze.
Vhodna je téZ jako doplitkova metoda k jinym spektrometrickym technikdm pfi identifikaci
a strukturni analyze organickych materialt.

2.6.1 Princip metody

Podstatou této metody je absorpce ultrafialového (200 az 400 nm) a viditelného zareni (400 az
800 nm) zfedénymi roztoky molekul. Pfi absorpci je vyvoldna zména energetického stavu
molekuly. Nejéast&ji dochdzi ke zmén& -elektronového stavu AE. (150-600 kJ-mol™)
a vibraéniho stavu AE, (2-60 kJ-mol™), nejmensi prispévek tvofi zména rotacniho stavu
molekuly AE, (cca 3 kJ'mol™"). Vztah energii k vinové délce absorbovaného zafeni lze zapsat:

¢ (D
AE = AE, + AE, + AE, = hv = h~

kde & je Planckova konstanta, ¢ rychlost svétla a 4 vinova délka. Ve vzddlené UV oblasti
(A <190 nm) absorbuji nasycené a monoenové slouceniny. V blizké ultrafialové oblasti (190-
380 nm) absorbuji polynenasycené a aromatické slouceniny. Ve viditelné oblasti (380-780 nm)
absorbuji vSechny barevné latky [52].

2.6.2 Zakladni vztahy

Pfi dopadu zafeni na povrch télesa miiZze dojit k odrazu zéfeni, pohlceni, nebo k prichodu
zéfeni objektem. Jestlize méfend latka zafeni absorbuje, dochazi ke sniZzeni jeho intenzity.
Pomér intenzity zafeni o urCité vinové délce po pruchodu latkou [/ a intenzity dopadajiciho
zéteni Iy se nazyva propustnost, neboli transmitance 7.

_— 2)
Iy

Transmitance 7 se nachdzi v intervalu <0;1> a je obvykle uvadéna v procentech. Jeji hodnota
zéavisi na vlastnostech absorbujici latky, vinové délce prochazejiciho svétla, koncentraci latky
v roztoku a na tlouStce kyvety. Zavislost transmitance na téchto veliindch lze vyjadfit vztahem:

T =107%¢ 3)

kde ¢ je moléarni absorpcni koeficient, / je délka kyvety a c je koncentrace métené latky.

Velikost absorpce lze definovat rovnéZ pomoci absorbance A. Ta vyjadifuje zaporny
logaritmus transmitance. Lze také fict, Ze uddvd logaritmicky pomér intenzity zareni
dopadajiciho a intenzity zafeni pros$lého vzorkem:

I
A=—logT = —logl— “)
0

Pii méfeni je mozné snimat celd spektra nebo pouze absorbance pii konkrétni vlnové délce.
Upravami dvou piechozich rovnic (3) a (4) lze ziskat vztah zndmy jako Lambert-Beertv zdkon.
Zakon vyjadiuje vztah mezi absorbanci a koncentraci stanovované latky:

A=¢c-c-1 &)
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kde ¢ zna¢i molarni absorp¢ni koeficient, ¢ je latkova koncentrace a [ tloustka absorbujici vrstvy
[53].

2.6.3 Charakteristické pojmy

V této metod¢ se objevuje n€kolik specifickych pojmi, jejichz vyznam je vhodné objasnit.
Chromofory jsou skupiny zodpovédné za absorpci zafeni, zatimco auxochromy jsou skupiny
zplisobujici posun absorpénich maxim. Bathochromni (Cerveny) posun je posun A, k delSim
vinovym délkdm vyvolany chemickou modifikaci molekuly nebo vlivem rozpoustédla.
Hypsochromni (modry) posun je posun A ke kratsim vinovym délkam. Hypochromni efekt
zpusobuje sniZeni hodnoty ¢, , a tedy sniZeni intenzity absorpce. Hyperchromni efekt
zpusobuje zvySeni hodnoty &, , a tedy zvyseni intenzity absorpce [52].
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie

Hyaluronan sodny

Cetyltrimethylamonium
bromid (CTAB)

Contipro Biotech
S.I.0.

M =341 kDa
Batch No.:
213-6349

Expiry date:
2015-10-23

Sigma Aldrich;
Cistota = 99%

Contipro Biotech
S.I.0.

M =639 kDa
Batch No.:
213-4245
Expiry date:
2015-04-04

Contipro Biotech
S.I.0.

M = 1635 kDa
Batch No.:
213-5226

Expiry date:
2015-06-29

C19H42BI'N

M = 364, 46 g.mol”

CAS: 57-09-0
Kyselina pikrova Sigma Aldrich;
Cistota > 98%
C6H3N3O7
M =229,1 g.mol™
CAS: 88-89-1
Chloroform Sigma Aldrich;
Cistota > 99,84 %
CHCI;
M =119, 38 g.mol™
CAS: 67-66-3
Chlorid sodny Merci s.r.0.;
Cistota ~ 99,5 %
NaCl
M = 58,44 g.mol™
CAS: 7647-14-5

3.2 Piiprava zasobnich roztoku
3.2.1 Zasobni roztok 0,15 M NaCl

Na analytickych vahach bylo navdZeno piislusné mnoZstvi NaCl. Litka byla kvantitativné
pievedena do odmérné banky a nasledné¢ doplnéna po rysku ultracistou deionizovanou vodou ze

systému Purlab. Cely obsah baiky byl fddn€ rozmichdn s vyuZitim magnetické michacky.
Vysledny roztok byl uchovavan pfti laboratorni teploté.
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3.2.2 Zasobni roztoky hyaluronanu

Byly ptipraveny 0,5 % a 2 % roztoky pro kazdou ze tii molekulovych hmotnosti hyaluronanu
sodného. Koncentrace Hya jsou vcelém textu uvedeny v hmotnostnich procentech. Na
analytickych vahdch bylo navaZeno potfebné mnozstvi hyaluronanu a doplnéno 0,15 M NaCl na
pozadovany objem. Zasobni lahve byly pro optimdlni rozpusténi navazky umistény po dobu
24 hodin na magnetickou michacku. VSechny pfipravené zdsobni roztoky hyaluronanu byly
uchovavany v lednicce pfi maximalni teploté 5 °C.

3.2.3 Zasobni roztok CTAB

Byly pfipraveny 50 mM a 200 mM roztoky CTAB. Na analytickych vahich bylo navazeno
potfebné mnoZzstvi CTAB a rozpusténo pouze v Casti vysledného objemu 0,15 M NaCl. Zasobni
lahve byly pro optimdlni rozpusténi navdzky umistény na magnetickou michacku. Po rozpusténi
byl roztok kvantitativné pfeveden do odmérné bailky a doplnén po rysku 0,15 M NaCl na
poZadovany objem. Zédsobni roztoky byly opét umistény na magnetickou michacku. Vysledné
zéasobni roztoky byly uchovavany pfi laboratorni teplot¢.

3.2.4 Zasobni roztok 0,01% kyseliny pikrové

Do zcela Cisté a suché zdsobni lahve bylo na analytickych vahdch navédzeno potifebné
mnoZstvi kyseliny pikrové, pficemz jeji hmotnost nesméla presahovat 0,03 g na 100 ml zasobni
lahev. Pii manipulaci s kyselinou pikrovou je nutné pouzivat rukavice a ochranné bryle.
Kyselinu pikrovou je nutné uchovédvat pod vodou, jelikoZ se jednd o potencidln¢ vybuSnou
latku. NavdZzka byla odebirdna z co nejspodnéjsi Casti zasobni lahve, aby byla odebrana
poZadovand kyselina a ne pouze jeji smés s vodou. PfisluSnd navazka byla v zdsobni lahvi
doplnéna vypoctenym mnozstvim chloroformu. Zisobni roztok byl umistén pro optimalni
rozmichdni na 24 hodin na magnetickou michacku. Vysledné zasobni roztoky byly uchovavéany

pii laboratorni teplot¢.

3.3 Priprava geli

Pro kazdou ze tfi molekulovych hmotnosti hyaluronanu sodného byly piipraveny gely
o nasledujicim sloZeni:

2 % Hya + 200 mM CTAB
2 % Hya + 50 mM CTAB
0,5 % Hya + 50 mM CTAB
0,5 % Hya + 200 mM CTAB

K ptipravé gelit byly pouZity sklenéné centrifugatni zkumavky. U téchto zkumavek byl
ryskami vyznacen objem, ktery zaujimaji 3 + 3 ml vody. Tento krok byl zafazen, protoze
v zavislosti na koncentraci méni hyaluronan také svoji viskozitu a pipetovany objem by mohl
byt nepfesny. Tyto zkumavky byly zvdZeny na analytickych vahich a tdaje zaznamenany. Do
suchych a fadn€ poznacenych zkumavek byly pipetovany 3 ml (po rysku) piislusSného zdsobniho
roztoku hyaluronanu. Nésledné byly pfidany 3 ml (po rysku) piisluSného zdsobniho roztoku
CTAB. Zkumavky byly nasledné¢ uzavieny a poté n¢kolik sekund vortexovany. Nésledné byly
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vSechny zkumavky centrifugovdny 15 minut pii 3500 rpm na centrifuze ROTOFIX 32 Hettich
Zentrifugen.

Ve zkumavce dojde k vytvofeni gelu a supernatantu (obr. 5). Vznikly supernatant byl slit do
odmérného vdlce postaveného na analytickych vahiach. Tim byly ziskdny objem i hmotnost
supernatantu. Nésledné byla také zvdZzena zkumavka s gelem. VSechny hodnoty byly
zaznamendny a na konci pouzity ke stanoveni obsahu CTAB v gelech. Supernatant byl pro dalsi
pouziti zfedén 50x na vysledny objem 5 ml pomoci 0,15 M NaCl.

Obr. 5: Zkumavky s gely (Hya o Mr =639 kDa). Zleva: 0,5 % Hya + 200 mM CTAB,
2 % Hya + 200 mM CTAB, 2 % Hya + 50 mM CTAB, 0,5 % Hya + 50 mM CTAB.

3.3.1 Promyvani geli

Nésledovala faze promyvani gelii. Do kazdé zkumavky obsahujici gel bylo napipetovano 5 ml
0,15 M NaCl. Obsah zkumavky byl opatrné, ale dikladné rozdispergovan kopistkem, uzavien
zatkou a opét nckolik sekund vortexovan (obr. 6). Nésledné¢ byly vSechny zkumavky
centrifugovany 15 minut pii 3500 rpm. Vznikly roztok z promyvéani byl slit do odmérného vélce
postaveného na analytickych vahach. Tim byly ziskdny objem i hmotnost roztoku z promyvani.
Nasledné byla také zvazena zkumavka s gelem. VSechny hodnoty byly zaznamenany a na konci
pouzity ke stanoveni obsahu CTAB v gelech. Roztok z promyvéni byl pro dalsi pouZziti ztedén
10x na vysledny objem 5 ml pomoci 0,15 M NaCl. Cely proces promyvani gelll byl stejnym
zpusobem proveden pétkrat.
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Obr. 6: Zkumavka s gelem 2 % Hya + 200 mM CTAB po rozdispergovdni
3.3.2 Modifikace promyvani geli

Primérnd hmotnost gelt ptipravenych dle kapitoly 3.3 byla cca 1 g. Na primérnou hmotnost
1 g gelu bylo zvoleno pfi promyvéani 5 ml 0,15 M NaCl. S vyuZzitim hodnot pfesnych hmotnosti
vzniklych geli byly zménény objemy 0,15 M NaCl pii promyvani (tab. I). Cilem bylo zjistit,
jaky vliv ma objem promyvaciho roztoku na obsah CTAB v gelech.

Tab. I: Objem 0,15 M NaCl pouZity pri promyvdni jednotlivych typu gelii.

Typ gelu Objem 0,15 M NaCl pi#i promyvani (ml)
2 % Hya + 200 mM CTAB 8

2 % Hya + 50 mM CTAB 3

0,5 % Hya + 50 mM CTAB 1,5

0,5 % Hya + 200 mM CTAB 2

3.4 Modifikovana Mahrousova metoda

Na vSechny pfipravené vzorky byla aplikovdna Modifikovand Mahrousova metoda. Do zcela
suché, oznacené zkumavky byly napipetovany 3 ml pfislusné zfedénych supernatantti ¢i roztokt
z promyvéani, ke kterym bylo pfiddno 6 ml 0,01% kyseliny pikrové v chloroformu. Konkrétni
objemy se mohou lisit, dilezité je vSak dodrZzeni poméru 1:2. Zkumavka byla ihned uzaviena
zatkou opatfenou teflonovou paskou a 1 minutu intenzivné tfepdna. Nasledné byla zkumavka
ponechdna 2 minuty v klidu pro optimalni oddéleni fazi (obr. 7). Pomoci pipety o objemu 5 ml
byla odebrana horni, vodna faze systému. Spodni, chloroformovd fidze byla nésledné
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prefiltrovdna pres filtracni papir za normalniho tlaku. Prvni 1-2 ml filtratu byly odebrany do
odpadni kadinky a nésledn¢ zlikvidovany. Zbyly roztok byl filtrovdn do oznacené vialky a ihned
uzavien, aby nedochdzelo k odpafovéni chloroformu, ¢imzZ by byly ziskdny nepiesné vysledky.
Takto pfipraveny vzorek byl proméfen na UV-VIS spektrofotometru HITACHI U-3900H.
U vSech vzorkil bylo proméfeno absorpéni spektrum v rozsahu vinovych délek 300-700 nm.
Jako pozadi (blank) byl pouzit Cisty chloroform. Jako detek¢éni vlnova délka byla zvolena
hodnota 415, 5 nm [47], [48].

Obr. 7: Ve zkumavce vpravo vzorek 2% Hya + 50 mM CTAB (A = 0,074). Ve zkumavce vievo
vzorek 0,5 % Hya + 200 mM CTAB (A = 2,264). Oba vzorky pochdzi 7 2. promyvdni prislusnych
gelut pripravenych z Hya o Mr = 639 kDa.

3.5 Méfeni absorbance vzorku

Pro zjisténi koncentrace CTAB ve vzorcich, na které byla aplikoviana Modifikovana
Mahrousova metoda, byla zvolena absorpéni spektroskopie. Absorbance vzorkli byly zméteny
na dvoupaprskovém UV-VIS spektrofotometru HITACHI U-3900H. U tohoto typu
spektrofotometru jsou pfi méfeni pouzity dvé kyvety, pficemZ v jedné je méfeny vzorek a ve
druhé blank. Zdrojem svétla jsou lampy, pro viditelnou oblast slouzi wolframovd lampa, pro
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ultrafialovou oblast lampa deuteriova. Svétlo ze svételného zdroje dopadd na monochromaétor,
dile je pomoci rotacnich zrcadel rozdéleno na dva svazky, které prochdzi kyvetami. Po
priichodu paprsku vzorkem dopadne svétlo na detektor. Vystupni zafizeni zobrazuje absorpéni
spektrum.

U vsech vzorkl bylo zméfeno absorpéni spektrum v rozmezi vinovych délek 300-700 nm.
Jako blank byl pouZit chloroform. Hodnoty absorbance byly odecitany pii hodnoté 415,5 nm.

3.6 Statistika

Experimenty v kapitoldch 4.4.1 a 4.4.2 byly provedeny minimdlné tiikrat. V kapitole 4.4.4
byly experimenty sohledem na mnoZstvi pouZitého materidlu provedeny pouze jednou.
Experimety v kapitole 4.5 byly s ohledem na mnozstvi pouzitého materidlu provedeny pouze
dvakrat. Hodnoty v nasledujicich grafech jsou primérem vSech méteni piislusnych vzorkt, pro
které byly stanoveny smérodatné odchylky pomoci funkce SMODCH. programu MS EXCEL.

Presnost kalibracni kfivky byla vypocitdna jako rozptyl hodnot zdvisle proménnych kolem
regresni ptimky, ktery charakterizuje smérodatna odchylka s, , a je ddna vztahem:

(6)
o= [y (O - o X 0 )= [

kde Yi je hodnota vypoctend z regresni rovnice (6) pro piislusné x;.

y=bx+a (7)
Ke smérodatnym odchylkdam méfeni byla pfipoctena i smérodatnd odchylka kalibracni kfivky
a celkové chyby v grafech byly zndzornény jako chybové tsecky.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem préace je stanovit distribuci tenzidu pii fazové separaci v systému polymer-tenzid. Pro
vSechny nésledujici experimenty byl pouZzit tenzid CTAB a jako polymer byl zvolen hyaluronan
sodny.

4.1 Kalibraéni krivka

Pro moznost zjiSténi koncentraci CTAB ve vzorcich bylo nejprve nutné stanovit zavislost
absorbance v daném koncentracnim rozmezi.

Absorpéni spektrum koncentracni fady CTAB v komplexu s 0,01% kyselinou pikrovou
vyextrahovaného do chloroformu je zndzornéno na obr. 8. Ztvaru kiivek je zfejmé, Ze
se zvySujici se koncentraci tenzidu vzrista absorbance. Tento fakt vyplyva z Lambert-Beerova
zdkona. Maximum absorpcniho spektra vzorkd se pohybuje v rozmezi 360 aZ 364 nm. V pracich
[47] a [48] zvolili autofi detek¢ni vinovou délku 415,5 nm, kdy je absorbance niz$i a je mozZné
vyhodnotit 1 vzorky s vyS$i koncentraci, nez pii vlnové délce 360 nm. Stejnd detekéni vinova
délka byla vybrana pro nasledujici experimenty, jelikoZ se na pocatku experimentdlni ¢innosti
nabizelo jako moZné srovnani vysledki s jinymi autory.

3

e =(),01 mmol/l
2.5 - = c=(),02 mmol/l
e c=(),04 mmol/l
e c=(),06 mmol/l
e c=(),08 mmol/1
= =(),1 mmol/l
e c=(),12 mmol/l
¢=0,14 mmol/l
e c=(), 16 mmol/l
= =(),18 mmol/l
1 - ¢=0,20 mmol/l
¢=0,22 mmol/l
¢=0,24 mmol/l
0,5 - ==¢=0,26 mmol/l
¢=0,28 mmol/l
¢=0,3 mmol/l

300 350 400 450 500 550 600 650 700
A [nm]

Obr. 8: Absorpcni spektrum koncentracni rady CTAB v komplexu s kyselinou pikrovou
vyextrahovaného do chloroformu.

Pro urceni koncentrace CTAB ve vzorcich byla sestavena koncentra¢ni fada vzorkit CTAB
v 0,15 M NaCl. Rozmezi méfenych koncentraci CTAB bylo zvoleno s ohledem na vyslednou
absorbanci vzniklého komplexu. Nésledné byla z naméfenych dat ziskdna zavislost absorbance
na koncentraci CTAB pii vinové délce 415,5 nm (obr. 9).
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Obr. 9: Kalibracni kiivka CTAB v 0,1 M NaCl

Nasledné se vSak ukdazalo jako vyhodné nalézt optimélni fedéni vzorktl tak, aby absorbance
mefenych vzorkll nepiesdhla rozmezi hodnot 0,1-1,0. Provedme kritkou udvahu, proc je
dualezité, aby se absorbance vzorkl pohybovala v tomto rozmezi. Absorbance A je dekadicky
logaritmus poméru intenzity zafeni, které na vzorek dopada a intenzity zéfeni, které vzorkem
prochdzi. Jestlize je A = 2, pak

I
antilog,,2 = 102 :TO ®)
I
100 = — ©)
1
JestliZe je Iy znacen jako 1, pak
1
100 = - 10
1
jont an
100

Absorbance A =2 znamend, Ze pouze 1 % dopadajicitho svétla je pohlceno a 99 % je
absorbovano vzorkem. A =1 pak odpovidd 10 % pohlceného dopadajiciho svétla a 90 %
absorbovaného. A = 0,1 znamena, Ze piiblizné 79 % dopadajiciho svétla je pohlceno a piiblizné
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21 % svétla je absorbovano vzorkem. Pii A = 0,01 je 97,9 % dopadajiciho svétla pohlceno a jen
2.3 % svétla absorbovano. Zuvedeného vyplyvd, Ze idedlné by mél mit vzorek takovou
koncentraci, aby se absorbance pohybovala v rozmezi 0,1-1. Roztoky vykazujici absorbanci 2
nebo vyssi je nutné ziedit tak, aby jejich absorbance neptfesahovala toto pozadované rozmezi
[54].

4.2 Redéni a promyvani vzorki
4.2.1 Redéni supernatantu

Mahrousova metoda je vhodna pro stanoveni nizkych koncentraci kationaktivnich tenzidl ve
vzorcich [47], [48]. Pro pfipravu geld byly pouZity n¢kolikdnosobné vyssi koncentrace CTAB,
nez pro které je metoda ovefend jako spolehliva. Pro platnost Lambert-Beerova zdkony musi byt
splnény nésledujici podminky:

Zateni musi byt monochromatické

Métené roztoky musi byt ztedéné

Absorbujici prostfedi nesmi podléhat Zadnym zméndm

V roztoku musi byt jen jedna absorbujici slozka. Jestlize je v méfeném roztoku piitomno
vice slozek, absorbance je sumou absorbanci jednotlivych slozek

Pro nizké koncentrace vzorki plati linedrni zavislost absorbance na koncentraci. U vysoce
koncentrovanych vzorkli nastdvaji odchylky od linearity Lambert-Beerova zdkona [53]. Pro
pouzitelnost metody a reprodukovatelnost vysledki je vyhodné pohybovat se v oblasti, kde
Lambert-Beeriiv zdkon plati bez vyjimky.

Bylo nutné zfedit supernatant na koncentraci odpovidajici kalibra¢ni kiivce CTAB v NaCl,
Pfislusny supernatant byl u zkusebnich vzorkt ztedén 10x, 50x, 100x, 200x, 300x, 500x, 800x,
1000x, 2000x, 10000x, 100000x. Pro naméteni optimdlni absorbance se ukdzalo jako vhodné
ziedit supernatant 50x (obr. 10).
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Obr. 10: Absorpcni spektrum supernatantu z gelu 2 % Hya + 200 mM CTAB, ktery byl reden za
icelem dosaZeni optimdlni absorbance

4.2.2 Redéni roztoku z promyvani

Vhodné fedéni muselo byt nalezeno ze stejnych divodi i pro roztoky z promyvani. VSechny
zkuSebni vzorky byly zfedény 10x, 100x, 300x, 500x, 800x, 1000x, 2000x, 10000x, 100000x.
Pro naméfeni optimélni absorbance se ukédzalo jako vhodné ztedit roztoky z promyvani 10x.

4.2.3 Pocet promyvani gelt

CTAB je v gelu vazano dvéma zplsoby, a to elektrostaticky a stericky. Konkrétni
koncentrace CTAB v gelech jsou nezndmé a v rdmci experimentdlni ¢4sti budou stanoveny.
Postupné promyvani bylo zatazeno pro zjiSténi, kolik CTAB je v gelu vazano elektrostaticky
adiky tomu se promyvanim jiZz neuvoliuje. Gely byly pfi pocateCnich experimentech
promyvany 8x. Stanovend koncentrace se jiZz piili§ neliSila od hodnot zjisténych pfi
petindsobném promyti, které bylo aplikovano u vSech nasledujicich experimentii. Lze usuzovat,
Ze rozdil mezi obsahem CTAB v plivodnim gelu a obsahem CTAB v gelu po 5. promyti tvofi
CTAB, které je v danych gelech vazano stericky.
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4.3 Stanoveni obsahu CTAB pfii fazové separaci za pritomnosti hyaluronanu
4.3.1 Vypocet obsahu CTAB ve vzorcich

Nejprve bylo s vyuzitim objemu supernatantu a koncentrace CTAB v ném obsaZené
vypocitdano latkové mnoZstvi (n;) pro piislusny supernatant. Na zdklad¢ ptvodniho obsahu
CTAB a objemu vzorku ve zkumavce bylo vypocitano latkové mnoZstvi (ny). Procentudlni
rozloZeni castic CTAB v supernatantu a gelu bylo ziskdno dle vztahu (n;/ n;)*100. Od
puvodniho poctu Castic CTAB ve vzorku byl odeCtenim poctu ¢astic CTAB v supernatantu
ziskan pocet castic CTAB v gelu.

Pro kazdy roztok z promyvéani bylo vypocitano latkové mnoZstvi (n3 4z n7) s vyuZitim hodnot
koncentrace a objemu promyvaciho roztoku. Od poctu ¢astic CTAB v gelu byl odecten pocet
Castic, které se vymyly z gelu do supernatantu. Timto byl ziskdn pocet Céstic, které zustaly
v gelu po 1. promyti. Pii 2. promyvéni byl od poctu ¢astic CTAB, které zustaly v gelu po 1.
promyti odecCten pocet Castic, které se vymyly z gelu do supernatantu. Tim byl ziskdn pocet
Castic, které zustaly v gelu po 2. promyti. Postup byl stejnym zplisobem opakovéan az do 5.
promyti.

Tento postup byl aplikovan pii vypoctu obsahu CTAB pro vSechny gely, jejichz vysledky
jsou uvedeny v této praci.

4.4 Stanoveni obsahu CTAB v gelech ihned po jejich pripraveé
4.4.1 Obsah CTAB v puvodnich gelech
Bylo urceno, kolik procent z CTAB pouzitého pti piiprave je obsaZzeno v kazdém typu gelu

(tab. II) pfipravenych dle kapitoly 3.3. Nasledujici experimenty byly minimalné tfikrat
opakovany.

Tab II: Procentudlni obsah CTAB v gelech pripravenych ze t#i riiznych molekulovych hmotnosti
Hya

% CTAB v gelu

Typ gelu 340 kDa 639 kDa 1635 kDa

0,5 % Hya + 50 mM CTAB 89,79 £ 1,69 91,64 £ 1,44 84,08 £ 2,18
2 % Hya + 50 mM CTAB 88,48 £ 1,49 85,76 £ 2,06 92,83 £1,39
0,5 % Hya + 200 mM CTAB 33,29 +3,18 33,89 +3.,8 35,89 £2,32
2 % Hya + 200 mM CTAB 95,31 £0,37 94,81 + 1,62 86,58 + 3,64
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Vv

Nejvyssi primérny obsah CTAB byl naméfem u gelu 2 % Hya + 200 mM CTAB. Minimdln¢
86,58 + 3,64 % CTAB z 200 mM CTAB pouzitych pro pfipravu je obsaZeno v gelu z Hya
o Mr = 1635 kDa. Vysvétlenim je pravdépodobné vysoky pocet vaznych mist u 2 % Hya
a zaroven vysoky obsah CTAB, ktery ma vhodné podminky se do téchto mist navazat.

Odlisné a pomérné prekvapivé chovani vykazoval gel 0,5 % Hya + 200 mM CTAB. Z dat
vyplyva, Ze v gelech je obsaZzeno maximalné 35,89 +2,32 % CTAB (pro gel z Hya
o Mr = 1635 kDa) z ptivodnich 200 mM CTAB, které byly pouZzity pti ptipravé. VétSina CTAB,
které je pouZito pro piipravu tohoto gelu, se nachdzi v supernatantu, a zlistdvd proto nevyuZzito.
U supernatantii byly naméfeny vysoké absorbance (cca A =2,5). Z toho divodu byly pfislusné
vzorky zfedény jeSté 10x oproti fedéni 50x, které bylo aplikovdno na vSechny ostatni vzorky
supernatant.  Vysledné fedéni tohoto vzorku bylo 500x. V  supernatantech
0,5 % Hya + 200 mM CTAB byly namétfeny né€kolikandsobné vys$i koncentrace CTAB nez
u vSech ostatnich kombinaci gelti. I piesto se vSak tento gel fadi v obsahu CTAB na druhou
pficku mezi testovanymi gely. PfiCinou tohoto chovéni je pravdépodobné nizkd koncentrace
Hya, diky tomu niz§i pocet vaznych mist v gelu, které neumozni dostatecné navazani CTAB,
které je k dispozici.

Obsah CTAB v gelech 0,5 % Hya + 50 mM CTAB (gel z Hya o Mr = 1635 kDa obsahuje
84,08 +2,18% CTAB =z puvodnich 50 mM) a 2 % Hya+50mM CTAB (gel z Hya
o Mr = 639 kDa obsahuje 85,76 £ 2,06 % CTAB z ptvodnich 50 mM) je cca ¢tyfikrat niZsi nez
u 2 % Hya + 200 mM CTAB. Coz odpovidé piedpokladu, Ze jestlize je pfi piipraveé gelu pouzito
ctyfikrat méné CTAB, bude 1 cca Ctyfikrdt mensi obsah CTAB v gelu. Podobné hodnoty pro tyto
dva gely nasvédc¢uji tomu, Ze pfi ptivodnim obsahu 50 mM CTAB nema na vysledné zastoupeni
CTAB v gelu zasadni vliv, zda je Hya 0,5 % nebo 2 %.

Obsah CTAB se u vSech ctyfech typi gelt lisi pro jednotlivé molekulové hmotnosti Hya
pouze v rdmci jednotek procent. Z vysledku je patrné, Ze molekulovda hmotnost pouZitého Hya
nema zdsadni vliv na obsah CTAB v gelu. Na distribuci CTAB po fazové separaci ma mnohem
vétsi vliv piivodni koncentrace CTAB a Hya, které byly pouZity k piiprave.

4.4.2 Obsah CTAB v gelech po promyvani
VSechny pripravené gely byly nasledné promyvany dle kapitoly 3.3.1

V obr. 11 je zndzornéno, kolik CTAB z ptivodnich 50 mM pouzitych pfi piipravé je obsazeno
v gelu 0,5 % Hya+ 50 mM CTAB. V tomto i vSech nasledujicich grafech je vzdy uveden
procentudlni obsah CTAB v plvodnim gelu bezprostfedné po piipravé a dale obsah CTAB
v gelech, které byly postupné promyvany celkem pétkrat. Je zietelné, Ze obsah CTAB
s promyvanim klesd u vSech geli pfipravenych ze tii riznych molekulovych hmotnosti Hya
uvedenych v legendé. Promyvanim se CTAB z gelu uvoliiuje do promyvaciho roztoku. Pokles
obsahu CTAB v gelech odpovidé spiSe exponencidlni zdvislosti nez linearni. Pii prvnim promyti
se uvolni nejvyssi mnozstvi CTAB, pficemZ s dalSimi promytimi toto mnoZstvi klesd. Pti
experimentech se ukdzalo, Ze po 5. promyti naméfeny obsah CTAB jiz vyznamné neklesa.
Nejnizsi pokles obsahu CTAB je zaznamendm u gelu 0,5 % Hya + 50 mM CTAB ptipraveného
z Hya o molekulové hmotnosti 639 kDa. Nejvyssi rozdil mezi obsahem CTAB v piivodnim gelu
a v gelu po patém promyti byl zaznamenan u gelu pfipraveného z Hya o Mr = 1635 kDa.
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V piivodnim gelu z Hya o Mr = 340 kDa bylo maximdaln¢ 45,74 mM CTAB. Po 5. promyti bylo
v tomto gelu obsazeno maximaln€ 39,51 mM CTAB. V pivodnim gelu z Hya o Mr = 639 kDa
bylo maximélné¢ 46,54 mM CTAB. Po 5. promyti bylo v tomto gelu obsaZzeno maximalné
42,55 mM CTAB. V plivodnim gelu z Hya o Mr = 1635 kDa bylo maximélné 43,13 mM CTAB.
Po 5. promyti bylo v tomto gelu obsaZzeno maximalné 36,87 mM CTAB. Promytim se z gela
uvolnilo cca 4-6 mM CTAB.
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Typ gelu

Obr. 11: Procentudlni obsah CTAB v piivodnim gelu 0,5 % Hya + 50 mM CTAB a po jeho péti
postupnych promyti

Vobr. 12 je zndzornéno, kolik CTAB z ptvodnich 200 mM pouZzitych pii piipravé je

obsazeno v gelu 0,5 % Hya + 200 mM CTAB. U tohoto typu gelu jsou namétené hodnoty velmi
podobné pro vSechny tii pouZité molekulové hmotnosti Hya.
Nejvyssi rozdil mezi obsahem CTAB v pitvodnim gelu a po patém promyti byl zaznamenan
u gelu, pro ktery byl pouzit Hya o Mr = 1635 kDa. V piivodnim gelu z Hya o Mr = 340 kDa
bylo maximélné¢ 72,94 mM CTAB. Po 5. promyti bylo v tomto gelu obsaZeno maximéalné
48,16 mM CTAB. V ptuvodnim gelu z Hya o Mr = 639 kDa bylo maximalné 75,38 mM CTAB.
Po 5. promyti bylo v tomto gelu obsazeno maximdlné¢ 51,58 mM CTAB. V plvodnim gelu
z Hya o Mr = 1635 kDa bylo maximalné¢ 76,42 mM CTAB. Po 5. promyti bylo v tomto gelu
obsazeno maximalné 49,88 mM CTAB. Promytim se z kazdého gelu uvolnilo vice nez 20 mM
CTAB, coz je zna¢nd ¢ast piivodniho obsahu CTAB v gelu.
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Obr. 12: Procentudlni obsah CTAB v pitvodnim gelu 0,5 % Hya + 200 mM CTAB a po jeho peéti
postupnych promyti

V obr. 13 je znazornéno, kolik CTAB z ptivodnich 50 mM pouzitych pfi piipravé je obsazeno
v obsahu CTAB v plvodnich gelech a po patém promyti. Lze usuzovat, ze diky vysoké
koncentraci Hya, respektive poctu vaznych mist v takto koncentrovaném Hya, je CTAB pevnéji
vdzan a pii promyvani se uvoliluje nejméné ze vSech testovanych gelt. Pri¢emZ nejvyssi rozdil
mezi obsahem CTAB v pivodnim gelu a po patém promyti byl zaznamenan u gelu, pro ktery
byl pouzit Hya o Mr = 1635 kDa. Rozdily v obsahu CTAB v ptivodnim gelu a po patém promyti
jsou nejmensi mezi vSemi testovanymi kombinacemi geld, u kterych byl obsah CTAB méten
ihned po jejich ptipravé. U ostatnich kombinaci gelti je rozdil mezi pivodnim obsahem CTAB
v gelu a po 5. promyti azZ dvakrat vyssi neZ u 2 % Hya + 50 mM CTAB. V plivodnim gelu z Hya
o Mr =340 kDa bylo maximdln¢ 44,98 mM CTAB. Po 5. promyti bylo v tomto gelu obsaZeno
maximdln¢ 42,92 mM CTAB. V pivodnim gelu z Hya o Mr =639 kDa bylo maximdlné¢
43,91 mM CTAB. Po 5. promyti bylo v tomto gelu obsazeno maximdalné 41,05 mM CTAB.
V pivodnim gelu z Hya o Mr = 1635 kDa bylo maximélné¢ 47,50 mM CTAB. Po 5. promyti
bylo v tomto gelu obsaZzeno maximalné 43,97 mM CTAB. Promytim se z kazdého gelu uvolnilo
cca 2-3,5 mM CTAB, coz je velmi mald ¢ast pivodniho obsahu CTAB v gelu.
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Obr. 13: Procentudlni obsah CTAB v pitvodnim gelu 2% Hya + 50 mM CTAB a po jeho péti
postupnych promyti

V obr. 14 je znédzornéno, kolik CTAB z ptivodnich 200 mM pouZitych pfi ptipravé je
obsazeno v gelu 2 % Hya + 200 mM CTAB. Rozdily mezi obsahem CTAB v ptvodnich gelech
a po patém promyti jsou pro gely pfipravené z Hya o tfech rtiznych molekulovych hmotnostech
podobné. Nejniz§i obsah CTAB v pivodnim gelu byl naméfen pro gel pfipraveny z Hya
o Mr = 1635 kD, pro tento gel pak byl také naméten nejnizsi obsah po 5. promyti. V piivodnim
gelu z Hya o Mr = 340 kDa bylo maximéln¢ 191,36 mM CTAB. Po 5. promyti bylo v tomto
gelu obsazeno maximdlné 167,32 mM CTAB. V plvodnim gelu z Hya o Mr = 639 kDa bylo
maximalné¢ 192,86 mM CTAB. Po 5. promyti bylo v tomto gelu obsazeno maximalné
167,18 mM CTAB. V plvodnim gelu z Hya o Mr = 1635 kDa bylo maximalné¢ 180,44 mM
CTAB. Po 5. promyti bylo v tomto gelu obsaZzeno maximélné 158,76 mM CTAB. Promytim se
z kazdého gelu uvolnilo vice nez 20 mM CTAB. Piesto tento typ gelu obsahuje nejvice CTAB
mezi ostatnimi typy gell i po promyvéani.
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Obr. 14 Procentudlni obsah CTAB v pivodnim gelu 2 % Hya + 200 mM CTAB a po jeho peti
postupnych promyti

4.4.3 Zavislost riznych parametra na celkovém latkovém mnozstvi COO™ + CTAB

V nasledujicich grafech jsou vyneseny zévislosti pro latkové mnozstvi CTAB v gelu, molalitu
CTAB v gelu a hmotnost gelu oproti celkovému latkovému mnozstvi COO + CTAB pro
puvodni gely a gely po 5. promyti.

Na obr. 15 je zobrazena zavislost latkového mnozstvi CTAB v gelu pro kazdou ze tii
molekulovych hmotnosti Hya vii¢i celkovému latkovému mnozZstvi COO™ + CTAB ve vzorku.
Se vzristajicim celkovym latkovym mnozstvim COO™ + CTAB exponencidln¢ vzristd latkové
mnozstvi CTAB v gelu. Tento trend je pozorovdn nezdvisle na molekulové hmotnosti Hya, ze
které byly gely ptipraveny. Pro 0,5 % Hya + 200 mM CTAB a 2 % Hya + 200 mM CTAB jsou
patrné rozdily vynesenych hodnot pro pivodni gel a gel po patém promyti. Gely
0,5 % Hya + 50 mM CTAB a 2% Hya + 50 mM CTAB vykazuji podobnou zévislost latkového
mnozstvi CTAB v gelu na celkovém ldtkovém mnozstvi COO™ + CTAB pro piivodni gel i pro
gel po patém promyti. U této dvojice gelii nejsou rozdily v hodnotich pro pivodni gel a po 5.
promyti tak zfetelné, jako u piedchozi dvojice gelt.
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Obr. 15: Zdvislost ldtkového mnozstvi CTAB v gelu pro kaZdou ze tiii molekulovych hmotnosti
Hya vici  celkovému  ldtkovému — mnoZstvi  COO + CTAB  ve vzorku. Zleva:
0,5 % Hya + 50 mM CTAB, 2 % Hya + 50 mM CTAB, 0,5 % Hya + 200 mM CTAB,
2 % Hya + 200 mM CTAB. Ctverecky znaci piivodni gel, kiizky znaci gel po 5. promyti.

Na obr. 16 je zobrazena zavislost molality CTAB v gelu pro kazdou ze tfi molekulovych
hmotnosti Hya vii¢i celkovému latkovému mnozstvi COO™ + CTAB ve vzorku. Data ziskand pro
0,5 % Hya + 50 mM CTAB a 0,5 % Hya + 200 mM CTAB jevi jistou podobnost. Podobnost 1ze
také pozorovat u geli 2% Hya+50mM CTAB a 2 % Hya+ 200 mM CTAB.
2 % Hya + 50 mM CTAB vykazuje nejvy$s$i rozdily mezi plivodnim gelem a gelem po 5.
promyti v zavislosti molality CTAB v gelu na celkovém latkovém mnozstvi COO™ + CTAB ve

vzorku.
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Obr. 16: Zdvislost molality CTAB v gelu pro kaZdou ze tii molekulovych hmotnosti Hya viici
celkovému ldatkovému mnozstvi COO™ + CTAB ve vzorku. Zleva: 0,5 % Hya + 50 mM CTAB,
2 % Hya + 50 mM CTAB, 0,5 % Hya + 200 mM CTAB, 2 % Hya + 200 mM CTAB. Ctverecky

znaci puvodni gel, kiriZky znact gel po 5. promyti.

Na obr. 17 je zobrazena zdvislost hmotnosti gelu pro kazdou ze tfi molekulovych hmotnosti
Hya vici celkovému latkovému mnozstvi COO™ + CTAB ve vzorku. Zavislost hmotnosti
vzniklého gelu na celkovém latkovém mnozstvi COO + CTAB ve vzorku je pro
0,5 % + 50 mM CTAB a 0,5 % + 200 mM CTAB velmi podobna. Pro oba gely je sniZeni jejich
hmotnosti po 5. promyti pomérné nizké. Uvazujme, Ze 0,5 % Hya ma urcity pocet vaznych mist.
JestliZe je pfti piipravé gelu pouzito 50 mM CTAB, vétSina se navdZe na Hya a obsadi tato vazna
mista. V piipad¢ pouziti 200 mM CTAB se navédze na 0,5 % Hya podobné mnozstvi CTAB jako
v pfedchozim piipad€, protoZe neni k dispozici vice vaznych mist. CoZ znamend, Ze vétSina
pouzittho CTAB neni pfitomna v gelu, ale je v supernatantu. U 2% Hya + 50 mM CTAB
predpokladame, Ze 2 % Hya ma vyssi pocCet vaznych mist, na které se miize CTAB navazat. Pri
pouziti 50 mM CTAB nebudou obsazena vSechna potencidlni vaznd mista. U gelu
2 % Hya + 200 mM CTAB dojde k obsazeni vétStho poctu vaznych mist nez v predchozim
piipadé. Hmotnost vzniklého gelu je nejvyssi mezi vSemi testovanymi kombinacemi gell.
Hmotnost 2 % Hya + 200 mM CTAB a 2% Hya + 50 mM CTAB klesla po 5. promyti cca na

polovinu. I po 5. promyti mél gel 2% Hya + 200 mM CTAB nejvyssi hmotnost mezi ostatnimi
gely po 5. promyti.
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Obr. 17: Zavislost hmotnosti gelu pro kaZdou ze ti'i molekulovych hmotnosti Hya viici
celkovému ldatkovému mnozstvi COO™ + CTAB ve vzorku. Zleva: 0,5 % Hya + 50 mM CTAB,
2 % Hya + 50 mM CTAB, 0,5 % Hya + 200 mM CTAB, 2 % Hya + 200 mM CTAB. Ctverecky
znaci puvodni gel, kirizky znaci gel po 5. promyti.
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4.4.4 Vliv objemu promyvaciho roztoku na obsah CTAB v gelu

Tento experiment byl proveden s Hya o Mr =639 kDa. S ohledem na mnoZstvi pouZit¢ho
materidlu byl proveden pouze jedenkrét, proto nejsou u vyslednych hodnot uvedeny odchylky.
Vsechny gely byly ptipraveny dle kapitoly 3.3. Thned po piipravé gelii byl na vzorky aplikovan
postup dle kapitoly 3.4. Nasledn¢é bylo urceno, kolik procent z CTAB pouzitého pfi piiprave je
obsaZeno v gelech (tab. III).

Promyvéni bylo provedeno dle kapitoly 3.3.2. K promyvéni zde byl pouzit individudlné
urceny objem 0,15 M NaCl zvoleny na zdklad¢ hmotnosti vzniklého gelu. Z vysledkt je patrné,
Ze tato modifikace postupu dle kapitoly 3.3.2 vyznamné neovlivituje obsah CTAB v gelech.
Naméieny obsah CTAB lezi v moZzném rozmezi hodnot, které byly namétfeny v kapitolach 4.4.1
a4.4.2.

Tab III: Procentudlni obsah CTAB v gelech pripravenych z Hya o Mr = 639 kDa, které byly
promyvdny 0,15 M NaCl, jehoZ objem byl pro kaZdy typ gelu zvolen na zdkladeé jeho hmotnosti.

% CTAB v gelu

Puvodni 1. 2. 3. 4. 5.
Typ gelu gel promyti promyti promyti promyti promyti

0,5 % Hya + 50 mM CTAB 92,00 90,01 88,40 87,30 86,4 85,65

2 % Hya + 50 mM CTAB 86,95 82,91 82,59 82,48 82,01 81,70

0,5 % Hya + 200 mM CTAB 37,20 30,40 27,15 26,76 26,18 25,54

2 % Hya + 200 mM CTAB 96,40 92,10 89,50 86,90 85,01 83,50

Pfi vypoctu je nutné nejprve urcit hodnoty koncentraci CTAB a objemu supernatantu pro
kazdy gel. Tato data byla shodnd s vychozimi daty pro vysledky uvedenymi v kapitole 4.4.1
Modifikace postupu se projevila pfi promyvani. Napi. U gelu 0,5 % Hya + 50 mM CTAB m¢l
roztok z promyvani mensi objem a vyssi koncentraci CTAB, neZ které byly zjiStény u totoZného
gelu, na ktery byl aplikovan postup dle kapitoly 3.3.1. Vynasobenim téchto hodnot pfi vypoctu
latkového mnoZstvi vSak doSlo k vyrovndni hodnot. Pfi ndsledném odecitdni od ptvodnich
hodnot zjiSténych ze supernatantu se dospélo aplikaci dvou rtznych postupi ke stejnym
vysledkiim.

4.5 Stanoveni obsahu CTAB ve vzorcich po 2 a 4 mésicich od jejich pripravy
4.5.1 Obsah CTAB v puvodnich gelech
Nasledujici experimenty byly s ohledem na mnoZstvi pouzitého materidlu provedeny pouze

dvakrat. VSechny gely byly pfipraveny dle kapitoly 3.3 a nasledné rozd€leny do dvou sérii.
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Zkumavky s gely byly uzavieny zitkou a opatfeny parafilmem, ndsledné¢ byly uchovany
vtemnu a za laboratorni teploty. Na vSechny vzorky byl aplikovdn postup dle kapitoly 3.4
a nasledné bylo urceno, kolik procent z CTAB pouzitého pii ptiprave je obsazeno v gelech. V 1.
sérii vzorkl byl obsah CTAB stanoven po 2 mésicich od pfipravy gela (tab. IV).

Tab. 1V: Procentudlni obsah CTAB v gelech pripravenych ze tri ruznych molekulovych
hmotnosti Hya, u kterych byla distribuce CTAB stanovena po 2 mesicich od pripravy.

% CTAB v gelu

Typ gelu 340 kDa 639 kDa 1635 kDa

0,5 % HYA + 50 mM CTAB 88,19 £ 1,90 91,80 +£ 1,94 89,08 £2,01
2 % HYA + 50 mM CTAB 87,41 £ 1,10 83,96 + 1,60 90,83 + 1,90
0,5 % HYA + 200 mM CTAB 32,90 £2,70 32,80 £2,70 33,70 £ 1,99
2 % HYA + 200 mM CTAB 93,21 +£1,37 93,81 +£1,52 90,18 + 1,60
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Ve druhé sérii vzorkl byl obsah CTAB stanoven po 4 mésicich od ptipravy gell (tab. V).

Tab V: Procentudlni obsah CTAB v gelech pripravenych ze tii riiznych molekulovych hmotnosti
Hya, u kterych byla distribuce CTAB stanovena po 4 mésicich od pripravy.

% CTAB v gelu

Typ gelu 340 kDa 639 kDa 1635 kDa
0,5 % HYA + 50 mM CTAB 87,89 + 1,50 88,10 + 1,49 87,03 £ 1,59
2 % HYA + 50 mM CTAB 86,11 + 1,60 85,00 + 0,80 93,04 + 0,30
0,5 % HYA +200 mM CTAB 32,20 % 1,70 31,70 + 2,70 32,60 £ 1,70
2 % HYA + 200 mM CTAB 94,06 + 0,88 93,06 + 1,10 88,50 £ 1,80

Pti srovnédni obsahu CTAB v gelech, u kterych byl obsah CTAB méfen ihned po ptipravé a po
2 a 4 mésicich od ptipravy, jsou po zahrnuti moznych odchylek patrné bud’ Zadné, nebo velmi
malé rozdily v obsahu CTAB. Je nutno brat v potaz, Ze tyto rozdily mohou byt navic zpisobeny
poctem opakovani experimentu, chybami pii piipravé geli (nepiesny pipetovany objem Hya
nebo CTAB), nebo pfi aplikaci Modifikované Mahrousovy metody (nepiesny ptidavek 0,01%
kyseliny pikrové).

I po 4 mésicich byl naméfen nejvyssi obsah CTAB u gelu 2 % Hya + 200 mM CTAB.
Miniméln¢ 88,50 £ 1,80 % CTAB z 200 mM CTAB pouZitych pro ptipravu je obsaZeno v gelu
z Hya o Mr = 1635 kDa.

Druhy nejvyssi obsah CTAB mél 1 po 4 mésicich gel 0,5 % Hya + 200 mM CTAB.Zéroven se
vSak v tomto gelu navdzalo procentudlné nejméné¢ CTAB, které bylo pouZito pti ptipravé gela.
Vétsina CTAB, které bylo pouZito pro pfipravu tohoto gelu, neni navazano v gelu, ale zUstava
nevyuzito v supernatantu.

Obsah CTAB v gelech 0,5 % Hya + 50 mM CTAB a 2 % HYA + 50 mM CTAB je po 21 4
mésicich podobny. Tyto dva gely se mohou délit o pomyslnou tteti piicku v obsahu CTAB.

Potvrdilo se, Ze obsah CTAB se u vSech ctyfech typt geld liSi mezi jednotlivymi
molekulovymi hmotnostmi Hya pouze v rdmci jednotek procent a molekulova hmotnost Hya tak
nemd zéasadni vliv na obsah CTAB v gelu. Distribuci CTAB po fazové separaci ovliviiuje
predevsim pivodni koncentrace CTAB a Hya.
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4.5.2 Obsah CTAB v gelech po promyvani

V obr. 18 je zndzornéno, kolik CTAB z ptivodnich 50 mM pouZitych pfi piipravé je obsaZzeno
v gelu 0,5 % Hya + 50 mM CTAB. U gelq, ve kterych byl stanoven obsah CTAB po 2 mésicich
1 4 mésicich od pfipravy, byl zaznamendn nejnizsi pokles obsahu CTAB piipraveného z Hya
0 Mr = 639 kDa, obdobné jako tomu bylo pro tento typ gelu, u kterého byl méfen obsah CTAB
ihned po piipravé. Stejné tak byl nejvyssi rozdil mezi obsahem CTAB v plivodnim gelu a po
patém promyti zaznamenam u gelu, pro ktery byl pouzit Hya o Mr = 1635 kDa. Pro gely o staii
4 mésict nebyl tento rozdil tak velky, jako u gelu, u nichZ byl obsah CTAB méfen ihned po
piipraveé. Promyvani mélo podobnou tc¢innost u gel o staii 2 i 4 mésica. U geli pfipravenych
zHya o Mr =639 kDa byl rozdil v obsahu CTAB mezi hodnotou ptvodniho gelu a po 5.
promyti cca 7,2 %. U dal$ich dvou molekulovych hmotnosti byl rozdil vyssi nez 10 %. V gelech
pfipravenych z Hya o Mr=340kDa a Mr= 1635 kDa bylo po 5. promyti maximélné cca
39 mM CTAB. V gelu pfipraveného z Hya o Mr = 639 kDa pak bylo po 5. promyti maximélné
cca 43 mM CTAB (po 2. mésicich) a cca 41 mM CTAB po 4 mésicich. Po 5. promytim se
z gelt uvolnilo cca 4-6 mM CTAB, tedy podobné mnozstvi jako u gelii, u nichZ byl obsah

CTAB stanovovan ihned po piipravé.
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Obr. 18: Procentudlni obsah CTAB v pitvodnim gelu 0,5 % HyA + 50 mM CTAB a po jeho peti
postupnych promyti, kterd byla provedena po 2 mésicich (prvni tri sloupce v tmavych tonech
barev) a 4 mesicich (sloupce ve svétlych tonech barev) od pripravy gelu.

V obr. 19 je zndzornéno, kolik CTAB z pivodnich 200 mM pouzitych pfi pfipravé je
obsazeno v gelu 0,5 % Hya + 200 mM CTAB. U tohoto typu gelu jsou po 2 i 4 meésicich
namétfené hodnoty velmi podobné pro vSechny tfi pouZité molekulové hmotnosti Hya. Podobné

s\ s

tomu bylo pro tento typ gelu, u néhoz byl obsah CTAB méten ihned po ptiprave. U gelli o stafi
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Vv,

4 mésici byl nejvy$si rozdil mezi obsahem CTAB v plvodnim gelu apo 5. promyti
zaznamenan u gelu pfipraveného z Hya o Mr = 340 kDa. U gela byl po 4 mésicich zaznamenan
pro vSechny molekulové hmotnosti mensi rozdil mezi obsahem CTAB v piivodnim gelu a po
patém promyti, nez u gelti o stejném sloZeni, u nichZ byl obsah CTAB méfen ihned a po 2
mesicich. Poc¢ate¢ni obsah CTAB se u vSech typii gelii pohyboval okolo 70 mM, po 5. promyti
pak poklesnul o cca 19-25 mM CTAB. Okolo 1/3 piivodniho obsahu CTAB se z gelli vymylo
mechanickym promyvanim. Lze ptredpoklddat, Ze toto znacné mnozstvi tvoii CTAB, které je
v gelu vazano stericky.
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Obr. 19: Procentudlni obsah CTAB v puvodnim gelu 0,5 % Hya + 200 mM CTAB a po jeho péti
postupnych promyti, kterd byla provedena po 2 mésicich (prvni tri sloupce v tmavych tonech
barev) a 4 mésicich (sloupce ve svétlych tonech barev) od pripravy gelu.

V obr. 20 je znazornéno, kolik CTAB z ptivodnich 50 mM pouzitych pfi piipravé je obsazeno
v gelu 2 % Hya + 50 mM CTAB. U tohoto typu gelu mizeme po 2 i 4 mésicich pozorovat
se pohyboval okolo 43—46 mM CTAB, po 5. promyti pak klesl na cca 39,5-42,5 mM. Podobné
hodnoty byly naméfeny pro stejny typ gelu, u néhoz byl obsah CTAB méfen ihned po pfiprave.
Opct 1ze usuzovat, Ze diky vysoké koncentraci Hya, respektive poctu vaznych mist v takto
koncentrovaném Hya, je CTAB pevnéji vazan a pfi promyvani se uvoliiuje nejméné ze vSech
testovanych gelt. NejvySs$i rozdil v obsahu CTAB pivodniho gelu a po 5. promyti byl
zaznamenan u gelu pfipraveného z Hya o Mr = 1635 kDa. Po 2 i 4 mésicich se tento rozdil
pohyboval okolo 3,8 mM CTAB. Rozdily v obsahu CTAB ptlivodniho gelu a po patém promyti
jsou nejmensi mezi vSemi testovanymi kombinacemi gelti. U ostatnich kombinaci gela,
u kterych byl obsah CTAB méfen po 2 mésicich od pfipravy je rozdil mezi ptivodnim obsahem
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NP4

CTAB v gelu a po 5. promyti az dvakrat vyssi nezZ u 2 % Hya + 50 mM CTAB. Stejné chovéani
bylo zaznamenéno i u gell, u nichz byl obsah CTAB stanoven ihned po pfiprave.
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Obr. 20: Procentudlni obsah CTAB v puvodnim gelu 2 % Hya + 50 mM CTAB a po jeho peti

postupnych promyti, kterd byla provedena po 2 mésicich (prvni tri sloupce v tmavych tonech
barev) a 4 mesicich (sloupce ve svétlych tonech barev) od pripravy gelu.

V obr. 21 je zndzornéno, kolik CTAB z pivodnich 200 mM pouzitych pfi pfipravé je
obsazeno v gelu 2 % Hya + 200 mM CTAB. Rozdily mezi obsahem CTAB v ptivodnich gelech
a po patém promyti jsou pro gely pfipravené z Hya o tfech rtiznych molekulovych hmotnostech
podobné. I po 4 mésicich byl v tomto typu gelu namétfen nejvyssi obsah CTAB. V ptivodnich
gelech bylo obsazeno cca 180-190 mM CTAB. Nejnizsi obsah CTAB v pivodnim gelu byl
namétfen pro gel pfipraveny z Hya o Mr= 1635 kDa. Po 2 mésicich to bylo maximélné
183,56 mM a po 4 mésicich byl maximalni obsah CTAB 180,6 mM. Pro tento gel pak byl také
nameéten nejnizsi obsah CTAB po 5. promyti. Po 5. promyti obsah CTAB poklesl u vSech gela

ccao 2126 mM.
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Obr. 21: Procentudlni obsah CTAB v piivodnim gelu 2 % Hya + 200 mM CTAB a po jeho peti
postupnych promyti, kterd byla provedena po 2 meésicich (prvni ti'i sloupce v tmavych tonech
barev) a 4 mesicich (sloupce ve svétlych tonech barev) od pripravy gelu.

Gely, u kterych byl obsah CTAB meéfen po 2 a 4 mésicich od piipravy vykazuji podobné
chovdni pfi promyvéni jako gely, u kterych byl obsah CTAB méfen ihned po pfipraveé. Lze
predpokladat, Ze je obsah CTAB v téchto gelech po dobu 4 mésict konstantni a po tuto dobu je
systém stabilni. Vyznamny vliv na tento fakt ma zfejmé samotny CTAB, ktery svymi
antibakteridlnimi a antimykotickymi tcinky pfispiva ke konzervaci a mikrobidlni stabilit¢ gela.
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5 ZAVER

Diplomova prace se zabyvala rozd€lenim tenzidu pfi fazové separaci v systému polymer-
tenzid. Jako polymer byl zvolen hyaluronan o tfech riznych molekulovych hmotnostech
(340 kDa, 639 kDa, 1635 kDa). Na zdkladé povahy interakci mezi hyaluronanem a tenzidy byl
zvolen jako vhodny kationaktivni tenzid CTAB. Nejprve byla zpracovéna literarni reSerSe, ve
které jsou hyaluronan a CTAB bliZze piedstaveni. Ndsledné¢ byly shrnuty vybrané poznatky
autord, ktefi studovali systémy polymer-tenzid a hyaluronan-CTAB. V ramci reSerSe bylo také
studovadno stanoveni kationaktivnich tenzidi. Byly nastinény analytické metody pouzivané ke
stanoveni kationaktivnich tenzidl a k tomuto dcelu ¢asto uZivand kolorimetrickd Cinidla se
zaméefenim na kyselinu pikrovou, kterd byla pouzita v této praci. Ddle byly shrnuty vybrané
poznatky autorti o interakcich v systémech barvivo-tenzid.

Dalsim cilem préace bylo na zaklad¢ reSerSe navrhnout vhodnou metodu pro stanoveni obsahu
CTAB v gelech. Stanoveni koncentrace CTAB ve vzorcich vychazelo z experimentd Wurster
a Werawatganone [47] a diplomové price Sejnohové [48]. Autofi ve svych pracich provedli
extrakci tenzidu do chloroformového roztoku kyseliny pikrové a koncentraci tenzidu ve vzocich
nasledné stanovili pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Stanoveni je zaloZeno na tvorbé Zlutého
komplexu, ktery tvoii kyselina pikrovd s CTAB. Intenzita zbarveni tohoto komplexu je imérna
koncentraci CTAB ve vzorku.

Pro moznost stanoveni koncentraci CTAB ve vzorcich bylo nejprve nutné sestavit kalibracni
kiivku CTAB v prostiedi 0,15 M NaCl, kterd vykazovala linedrni zavislost. Na supernatanty
byla aplikovdna Modifikovand Mahrousova metoda. Ta se v pracich [47], [48] ukédzala vhodnd
pro stanoveni nizkych koncentraci kationaktivnich tenzidi ve vzorcich. Pro pfipravu geli byly
pouzity nekolikanosobné vysSsi koncentrace CTAB, neZz pro které je metoda ovéfend jako
spolehlivd. Bylo tedy nutné nalézt vhodné fedéni supernatant. Pro naméfeni optimdlni
absorbance se ukdzalo jako vyhodné fedit supernatanty 50x. Ndasledné¢ byl stanoven obsah
CTAB ve ctyfech raznych gelech (0,5 % Hya + 50 mM CTAB, 2 % Hya+ 50 mM CTAB,
0,5 % Hya+200mM CTAB, 2% Hya+ 200 mM CTAB). Kazdy typ gelu byl pfipraven
z hyaluronanu o tfech rGznych molekulovych hmotnostech (340 kDa, 639 kDa, 1635 kDa).
Ukazalo se, ze gel 2 % Hya+ 200 mM CTAB ma nejvyssi obsah CTAB mezi testovanymi
kombinacemi geli. Gel 0,5 % Hya+ 200 mM CTAB ma 2. nejvySsi obsah CTAB mezi
testovanymi gely. Bylo vSak zjiSténo, Ze z 200 mM CTAB, které byly pouzity k ptipravé gelu se
pouze cca 30— 35 % navaze v gelu. Zbytek CTAB, tedy vétSina pivodniho mnozZstvi, je obsaZen
v supernatantu a ziistdva nevyuZzit. Naméfend data mohou mit praktické vyuziti, jelikoZ toto
zjisténi muze pfinést finanéni dsporu pii piipravé geld. Obsah CTAB v gelech 0,5 %
Hya+50mM CTAB a2%HYA+50mM CTAB je «cca Ctyfikrat niz§i nez
u?2 % Hya + 200 mM CTAB. Zjisténi odpovidd piedpokladu, Ze jestlize je pii piipravé gelu
pouzito Ctyfikrat méné CTAB, bude ho i cca ¢tyfikrat méné obsazeno v gelu. Podobné hodnoty
pro tyto dva gely nasvédcuji tomu, Ze pii piivodnim obsahu 50 mM CTAB nemd na vysledné
zastoupeni CTAB v gelu zasadni vliv, zda je Hya 0,5 % nebo 2 %.

Obsah CTAB se u vSech ctyfech typt gelt 1isi pro jednotlivé molekulové hmotnosti Hya
pouze v rdmci jednotek procent. Z vysledku je patrné, Ze molekulovd hmotnost pouzit¢ého Hya
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nemd zéasadni vliv na obsah CTAB v gelu. Distribuci CTAB po fazové separaci ovliviiuje
predevsim pivodni koncentrace CTAB a Hya.

Pfi stanoveni obsahu CTAB v gelech se jevilo jako vyhodné stanovit i obsah CTAB po
promyvani geli. Koncentrace CTAB v promyvacich roztocich byly také pomérné vysoké, proto
bylo tieba nalézt vhodné fedéni i pro roztoky z promyvani. Pro naméteni optimalni absorbance
se ukdzalo jako vyhodné ztedit roztoky z promyvani 10x. ZkuSebni gely byly promyty osmkrit,
pricemz bylo zjiSténo, Ze nejvyssi vylouceni CTAB do roztoku z promyvani nastava pii prvnim
promyti. Na vSechny redlné vzorky pak bylo aplikovdno pét promyti, protoZe po péaté promyti je
jiz uvolnovani CTAB z gelu minimdlni. Na zdklad¢ dat z promyvani geld Ize usuzovat, kolik
CTAB je v gelu vazano elektrostaticky a stericky. Bylo potvrzeno, Ze vétSina CTAB obsaZeného

v gelu, je vazano elektrostaticky a mechanickym promyvanim se uvoliiuje zpravidla mensi ¢ast
CTAB v gelu obsazeného.

Byl také testovan vliv objemu promyvaciho roztoku na tc¢innost promyvéni. PtisluSny objem
0,15M NaCl byl zvoleny v zavislosti na hmotnosti vzniklého gelu. Bylo zjisténo, Ze tato
modifikace postupu vyznamné neovliviiuje namétreny obsah CTAB v gelech.

Vsechny kombinace geli byly podrobeny testim stability. Zkumavky s gely byly uzavieny
zatkou, opatfeny parafilmem a uchovany v temnu za laboratorni teploty. Bylo zjiSténo, Ze po
dvou ani ¢tyfech mésicich nedochazi k velkym zméndm v distribuci CTAB. Naméfené hodnoty
se s piihlédnutim ke smérodatnym odchylkdm 1iSi velmi madlo, nebo viibec od hodnot pro
Cerstve pripravené gely. PriCinou je pravdépodné ptitomnost samotného CTAB, ktery v systému
pusobi antibakteridln¢ a ptispiva k jeho stabilité.

Metoda se ukdazala jako vhodna pro stanoveni distribuce CTAB pii fazové separaci v systému
hyaluronan-CTAB. Prostor pro optimalizaci se zde vSak stdle nachdzi. Jiz pii piipravé gell
muze byt moznym zdrojem chyb tzv. pipetovani Hya po rysku (viz kapitola 3.3), kdy i maly
rozdil v objemu pipetovaného Hya muze ovlivnit piesnost ziskanych vysledkl. U vytiepavani je
vyuzivan 0,01% roztok kyseliny pikrové v chloroformu. Pfi manipulaci s nim je nutné
dodrZovat ptisn€ bezpecnosti pravidla a zajistit, aby se nevypafoval. Vyparovani chloroformu
jednak ovliviiuje koncentraci pouzitého roztoku a pfi nevhodné manipulaci miiZze negativné
ovlivnit zdravi lidi. Zajimavé by proto bylo napf. pouziti jiného kolorimetrického cinidla ve
spojeni s jinym rozpoustédlem a srovnani dosavadnich vysledkli. Nespornou vyhodou stavajici
metody je vSak jeji rychlost a nendrocnost na instrumentdlni vybaveni pfi pfipravé vzorki.
Naméiend data mohou pfispét k pochopeni chovani testovanych gelti a byt podkladem pro dalsi
experimenty.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A

CAC
CD44
CMC
CTAB
Da

DNA

g

Hya

kDa

M

mM

ml

mg/kg
MPMC
Mr

n

nm

NMR
PAL
PEO-SDS
PIX
PVP-SDS
RHAMM
rpm
SANS
SDS

TLC
Triton X-100
tzv.
UV-VIS

absorbance

kritickd agregacni koncentrace
specificky receptor pro hyaluronan
kritickd micelarni koncentrace
cetyltrimethylammonium bromide
dalton

deoxyribonukleova kyselina

gram

hyaluronan

kilodalton

mol-dm™

mmol-dm™

mililitr

miligram na kilogram
hydroxypropylmethyl celulosa
molekulova hmotnost

latkové mnoZzstvi

nanometr

nukledrni magnetickd rezonance
povrchové aktivni latky

polyethylenglykol-dodecylsulfat sodny

iontove parova extrakce

polyvinylpyrrolidone-dodecylsulfat sodny

specificky receptor pro hyaluronan
otdcky za minutu

malodhlovy rozptyl neutronil
dodecylsulfat sodny

tenkovrstva chromatografie
polyoxyethylen(9,5)oktylfenol
takzvany

ultrafialovd a viditelnd oblast elektromagnetického spektra
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