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ABSTRAKT

V této bakal&ské praci byly zkoumany interakce v systému ionogéenzid/neionogenni
tenzid/polyelektrolyt. Pomoci fluoresasm spektroskopie byla stanovena hodnota CMC
kationaktivniho didecyldimethylamonium chloridu (BB) ve #ech fiznych prostedich
s pouzitim fluorescamich sond (pyren, perylen, nilskéarvai). Dale byla stanovena hodnota
CMC neionogenniho oktylphenol ethoxylatu (Tritonl®0) pomoci pyrenu a perylenu jako
fluorescernich sond. Bylo zkouméno agrégé chovani neionogenniho a ionogenniho
tenzidu s pidavkem polyelektrolytu poly(4-styrensulfonatu) sédo (PSS) a nativniho
hyaluronanu ve vodném préstli s pouzitim pyrenu jako fluores¢an sondy. Pomoci
zhaseni fluorescence bylo stanoveno agegaslo v systému ionogenni/neionogenni tenzid.
Jako zha&ebyl pouzit cetylpyridium chlorid (CPC) a jako zlea& molekula pyren.

Bylo zjiSttno, Ze v systému ionogenni tenzid/neionogenni dépaiyelektrolyt dochazelo
k interakcim, coZz dokazuje i dvouzlomova sigmoi#ifivka Boltzmannova typu. itlavek
nizkomolekularniho i vysokomolekularniho hyaluromarengl na hodnotu CMC v systému
ionogenni/neionogenni tenzid vyznamny vliv.

ABSTRACT

The interactions in an ionic surfactant/non-ionigfactant/polyelectrolyte system have
been studied in this bachelor thesis. The valueritital micelle concentration of cationic
didecyldimethylammonium chloride (DDAC) has beetedmined in three different mediums
by fluorescence spectroscopy using Pyrene, PergedeNile red as probes. The CMC value
of non-ionic octylphenol ethoxylate (Triton X-108as been determined using Pyrene and
Perylene as probes. The aggregation behavior ciama and ionic surfactant with addition
of polyelectrolyte Poly(sodium4-styrensulfonate)lS@) and native hyaluronan in aqueous
solution has been investigated using Pyrene alaeprAggregation number in system of
ionic/non-ionic surfactant has been determined byflworescence quenching with
cetylpyridium (CPC) as a quencher and Pyrene hseekcence probe.

Interactions in ionic surfactant/non-ionic surfaxttpolyelectrolyte system were observed.
This result was proved by double sigmoid Boltzmatyjge curve. The addition of low
molecular as well as high molecular hyaluronan hadignificant effect on CMC value of
the system.

KL COVA SLOVA
poly(4-styrensulfonat) sodny, hyaluronan, tenzitlygresceni spektroskopie, pyren

KEY WORDS
poly(sodium4-styrensulfonate), hyaluronan, surfaista fluorescence spectroscopy, pyrene
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1 UVOD

Lécba rakovinného bujeni je v dnesni dakelmi zkoumané a diskutované téma. Pozornost
védca se vlivem pateby ziskat vhodny cileny nd@sléciv obraci i ke kyselia hyaluronove,
ktera, jakozto latkaétu vlastni, by tomuto &lu mohla do budoucna slouzit. Nastup
koloidovych nosiovych systéma jde ruku vruce s jejich vhodnym cilenym transport
v lidském organismu, jenz by omezil ploSny devastujopad uzitych chemoterapeutik na
pacienta, ktera sice dokazi rakovinnouikw zniit, ale nti také ostatni hiky téla, ¢cimz se
zhorSuje celkovy zdravotni stav pacienta.

DalSi vyhoda nového nasivého systému je fakt, Ze kyselina hyaluronova geved
rozpustnd, coz je zadouci, jelikozZ lidsképbtje priblizné ze 70% tvéeno vodou. Nevitanou
vlastnosti ¥tSiny sodasnych léiv je nerozpustnost ve védU soudobé onkologické dBy
pomoci chemoterapeutik hrozi nebedpee se dlo stane kléivu rezistentni. Satasna
farmaka jsou z&ta rychle vylovana, a proto se musi opako¥alodavat, aby byla udrzena
acinné koncentrace.

Idea nového no&bveého systému je zaloZena na tom, Ze se na kyshimluronovou
navaze latka, kter4 je schopn&ivé@ nést. Kyselina hyaluronova se totiz ve &
koncentraci vyskytuje prévv rakovinné biice a diky ni je umoZma i metastaza
rakovinnych bugk. Vhodnou alternativou by mohly byt tenzidy, ktebg se mdly byt
schopny navazat na karboxylové skupiny kyselinyiurgmové. Diky amfifilnimu charakteru
tenzidi by mohlo byt v hydrofobniésti rozpudno I&ivo a v hydrofilni ¢asti navazan
hyaluronan. Tento komplex hyaluronanu a vhodnéhaide by byl schopen dopravitci€o
k postizenému mistu a zajistil by cilenédgi rakovinného bujeni.

K plné funkinosti nového nosového systému je p@ba mnoha vlastnosti, jako
biokompatibilita, biodegrabilita, schopnost intevagt se specifickym mistem, schopnost nést
latku poZadované povahy a dalSi. Cilem¢aguého zkoumani je tedy nalézt vhodny komplex
hyaluronanu a tenzidu, ktery by tyto poZzadavkyigphl a zfsobil zn&ny rozvoj v |€bé
rakovinného onemoeni.

Kyselina hyaluronova, jakoZzto jeditrey biopolymer lidskéhogta, zaji§'uje také hydrataci
pokozky, hojeni ran apod. Je ve &ma mie obsazena véaim sklivci, kizi, svalechci
synovialni tekutid. Je vyuZivana v pestré Skédle abomapg. oftalmologie, ortopedie,
revmatologieti v kosmetickém prmyslu. V kosmetické oblasti je vyuzivana hlawiky své
specifické funkci vadzat na sebe vodu, a proto s&ipad k vyhlazovani vrases v jinych
kosmeticko-chirurgickych zakrocich [20].

Tato bakaléskd prace je =zattena na vyzkum interakci v systému ionogenni
tenzid/neionogenni tenzid/polyelektrolyt pomocioflescerini spektrofotometrie. lonogenni
tenzid zastupuje didecyldimethylamonium chlorid (®C) (kationaktivni), jako neionogenni
tenzid byl pouzit oktylphenol ethoxylat (Triton X3Q ) a jako polyelektrolyt byl pouzit
poly(4-styrensulfonat) sodny (PSS). Né&j& byla utovana kritickd micelarni koncentrace
jednotlivych tenzid v prostedi vody, 0,15 M roztoku NaCl a fosfatovém pufruBE)

s pouzitim fluorescemich sond (pyren, perylen, nilsk&rvai). Nasled® bylo zkoumano
agregani chovani smsi neionogenniho - ionogenniho tenzidu bez aidapkem PSS
v prostedi vody. V systému Triton X-100 — DDAC bylo zji¥ano agregai ¢islo pomoci
metody zhaSeni fluorescence. V posledédsti této prace byl zkouman systém
neionogenniho - ionogenniho tenzidu i&lavkem nativniho hyaluronanu o dvou
molekulovych hmotnostech. Systém neionogenni -genai tenzid byl navrhnut tak, aby



neionogenni Triton X-100 bylfmldvan ve vaistajicim mnoZstvi dle koncentrd rady a
kationaktivni DDAC byl do systému dodavan v konstém mnozstvi. Cilem této prace bylo
ziskat poznatky o uvedenych systémech s ohledenejich mozné vyuziti jako cilenych
noska IéCiv.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Luminiscenéni spektrofotometrie
2.1.1 Historie luminiscence

V piirodk se s luminiscenci lidstvo setkava jiz od sameheatko. Jako fiklady jejich
projevi v prirock mizeme uvést ndp polarni zé, schopnost &kterych Ziv@icha ve tmg
swtélkovat ¢i nekteré fosforeskujici igviny. Jako prvni pouzil termin Jluminescenz®
némecky fyzik Eilhard Wiedermann v roce 1888 [1]. mtye fluorescence, za zakladatele
fluorescekini védy mnozi povaZzuji Athanasia Kirche, ktery napsahiriArs Magna Lucis et
Umbrae' [2]. Vroce 1852 aplikoval sir George Swke&deckou metodu fluorescence
a definoval Stokess zakon fluorescence, ktefika, Ze vinova délka emise fluorescence musi
byt vétSi nebo rovna vinové délce excidho s¥tla. Fluorescenci atoinse také zéli
zabyvat fyzici na konci 19. a na ¢&ku 20. stoleti. Prvni poznatky shrnuli Mitchell,
Zemansky a Pringsheim [2] [3].

2.1.2 Fotoluminiscence

Po absorpci witého kvanta energie (8tfa) se dostava organicka molekula ze zakladniho
stavu () do stavu excitovanéhofipemz vzbuzeny elektrontf@chazi do nejblizsiho volného
orbitalu s vySSi energii. Emise fotodoprovazejici deexcitaci se nazyva fotoluminiseenc

Obecr elektronové stavy d@dime dle multiplicity na stavy singletovée a tripiet.
V piipact singletovych stav (S;, S, Ss, atd.) jsou spiny elektrdnorientovany antiparaledn
v tripletovych stavech (I T,, T3, atd.) jsou spiny elektrdnv poloze paralelniGbr. 1).

Z kvantow-mechanického hlediska jsou prépddobrEjSi i energeticky vyhod#jsi
singletové stavy.

Fotoluminiscenci dime na:

* Fluorescenci
* Fosforencenci

Singletovy stavS, Tripletovy stav T,
N |

Energie

I

| |

Zakladni stav S,

Obr. 1 — Schéma zakladnich excitovanychustav



Jabloiského diagram Qbr. 2 ilustruje zdivé i nezdéivé prechody mezi elektron@v
vibraénimi hladinami molekuly. Molekula obvykletgjde z rovnovazné vib¢ai hladiny
stavu g do rekteré z vibrénich hladin excitovanych stavK deexcitaci molekuly dochazi
bud z&ivymi prechody (fotoluminiscence) nebo né&zgmi pirechody (vnitni konverze,
vibraéni relaxace, mezisystémovyfaechod). Doba trvanit jednotlivych proces je pro
absorpci fadow 10" s, pro vibrani relaxaci 102 -10"s, pro vnitni konverzi
10° -10™"s, pro mezisystémovyigchod10™ -107™ s [4].

Zarivy prechodje ), pii kterém se excitovana molekula vraci do zakladrétavu za
souwasného vyzéni setelného kvanta energie (fotonu)éliem zdivych prechodi se niize
elektron ve vysSi vibtmi hladire excitovaného stavu, dochazivibracni relaxacj coz je
proces pechodu z vysSich vibaich hladin do nizSich vib&aich arovniVnitni konverzge
nezd&ivy prechod mezi déma elektronovymi hladinami se stejnou multiplicitovl pripack
piechodu z excitmiho stavu $ do excit&éniho stavu T, hovdime o mezisystémovem
prechodu.Tento jev je pechodem mezi dvna izoenergetickymi Urowmi, kterym nélezi
elektronové stavy s odliSnou multiplicitou [5].

vibracni reloxace

_'_ﬁ
\ 7
\ X

s, AN -
v S ~
g) Ty
C
W
¢ Absorpce Fosfiorelsgence
\]]

Obr. 2 — Jabldského diagram
2.1.3 Fluorescence

U fluorescefinich jevi dochazi po excitaci atomu kgehodu elektronu z excitovaného
stavu § do zakladniho stavu S(deexcitace) za soéasného vyza&ni fotonu Qbr. 2.
Fluorescence jefpchod spino¥ povoleny a oproti fosforescenci rychlejdio(’ —107°s).
Singletové stavy maji vysSi energii nez stavy étigéé, coz ma zaudledek emisi zZgni
o kratSi vinové délce, neZigosforescenci.
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2.1.4 Fosforescence

Fosforescendiadime spolu s fluorescenci kixgm piechodim. U fosforescenceipchazi
elektrony z hladiny Tdo zakladniho stavu,$Obr. 2), piicemz gechod je spinayzakazany
a pomalejsi 10° —107s). Delsi doba Zivota oproti fluorescenci jénpy disledek kvantoy

zakdzaného ¥&ého gechodu T -y, ve kterém dochézi ke zme multiplicity.

2.1.5 Emisni a excita&ni spektrum

Emisni spektrum je zavislost intenzity fluoresceneevinové délce ip konstantni vinove
délce budiciho zéni a exciténi spektrum je zavislost intenzity fluorescencevimmvé délce
pii konstantni vinové délce emitovanéhderd.

Mezi absorpnim a fluorescetnim pasem ma platnost zrcadlova symetrie, ktera se
vyskytuje u mnoha organickych molekul a jeugpbena tim, Ze absorpce i emise
z odpovidajicich si vibtmich hladin maji stejnou relativni praymbdobnost [4]. S timto
souvisi Stokess posuv, coz je rozdil vinovych délek emisniho asapniho maxima
(Obr. 3.

STOEESUV POSIN

Abzorpce

vilnova délka

Obr.3 — Stokess posuv
2.1.6 Kvantovy vytézek

Kvantovy vytZek ¢i kvantovou @innost luminiscence definujeme pomoci nasledujiciho

vztahu:
1+71
n=———-—"< (1)
Ut +1r,

tj. pomér pravdEpodobnosti zdvé kombinace ku prawgodobnosti celkové rekombinace.
U siln¢ luminiskujicich latek jer, (7, (7, = doba z#&vé rekombinace,, = doba nezévé
rekombinace), to tedy znamena@, Ze dané vzbuzekioes mnohem vyssi pragpbodobnosti
piejde do zakladniho stavu s vyeaim fotonu, nezZli fgchodem nezé&vym [6].
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2.1.7 Zhaseni

Zhéaseni fluorescence je jakykoliv proces, kteryevkdnizeni fluorescence, tedy ke snizeni
kvantového vyiZku fluorescence beze Zny fluorescetiniho spektra.
M*I?- M, (2)
kde M* = excitovany stav,
M = zakladni stav,
Q =zhage
Ve fluorescenni spektrofotometrii rozliSujeme zhaseni dynamiekstatické . Dynamické
(srazkoveé) zhaSeni probihd vipact deaktivace fluoroforu v excitovaném stavu sradzkou
s molekulou zha$e [4]. Ri sraZkovém zhaSeni tedy dochazi ke kolizniietsh mezi
fluoroforem v excitovaném stavu a molekulou zRésgicemz fluorofor se nasledmavraci
do zékladniho stavu.d&em kolizniho zhaseni nedochazi u molekul k cheyeitkzngnam.
Snizeni intenzity fluorescence sraZzkovym zhaSemipispje Stern-Volmerova rovnice:
% =1+k[Q] =1k fal 3)

7 My

kde @, je kvantovy vygzek bez pitomnosti zhasee, @ je kvantovy vy&zek v gitomnosti
zhaseée, K je Stern-Volmerova konstantk, je bimolekularni zhaseci konstantg, je doba

7 My

Zivota excitovaného stavu be#itpmnosti zhasee a[Q] je koncentrace zha&s Jako kolizni

zhasé funguje velkarada molekul, mezidz také paf nag. molekularni kyslik, akrylamid,
halogeny, amidy, aj [7] [8].

U statickéhozhaSeni dochazi k navazani molekul fluoroforu wéekuly zhasSee a vytvéi
se komplex, ktery nefluoreskuje [4].

Béhem fluorescence iie nastat i samozhaseni. Tento typ zhaSenitgoben fluoroforem
samotnym a nastavdipwysokych koncentracich.

2.1.8 Tvorba excimeru

Excimer neboli excitovany dimer vznika usledku sraZzky mezi excitovanou molekulou a
identickou neexcitovanou molekulotili molekulou v zakladnim stavu. Tvorbu excimeru
popisuje nasledujici schéma:

M*+M o D*, (4)
kde M* je excitovana molekulaM piedstavuje molekulu v zakladnim stavuDf je
excitovany dimer.

Tvorke excimefi podléhd mnoho aromatickych uhlovoiliknag. pyren ¢i naftalen,
piicemZz emise excimeru se nachazi ve vySSich vinovy@kadh nez emise monomeru
a excimerovy pas nevykazuje vibna strukturu [5]. Doba Zivota excimeru je velmi tkd,
obvykle viddech nanosekund.

2.1.9 Vnit¥ni filtra éni efekt

Vnitini filtraéni efekt je jev sniZujici intenzitu fluorescenceozRSujeme dva druhy
vnitiniho filtratniho efektu:

e Vnitini filtraéni efekt prvniho druhu — det&ki systém fluorescéniho spektra
detekuje emisi Z&ni pouze ze #dni casti kyvety. B dopadu z#eni se vlivem
absorpce&asti fotori dostane do centraltésti kyvety mnohem menSi §et fotoni.
Tento jev se nazyva viiiti filtracni efekt prvniho druhu, ip kterém dochazi ke
snizeni intenzity fluorescence.
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e Vnitini filtraéni efekt druhého druhu — dochézi k reabsorbci fotéinorofory,
piicemz dochazi k excitaci molekul a nasledné emisinfotlo iznych sndru.

2.2 Fluorescertni sondy

Fluorescetini sondy jsou chemické sléeniny, gesrgji fluorofory, které jsou schopny
fluoreskovat. \étSina experimetit je provadna s nekovalentnasociujicimi sondami. Je
znamo velké mnozZstvi sond, jejichz fotofyzikalniasthosti jsou zavislé natanych
vlastnostech prostdi (polarita, pH, viskozita, aj.). VyuZziti fluostnich sond je Siroké,
pouZzivaji se fevaz® v molekularg biologickych, biochemickych¢i biomedicinckych
disciplinach [8].

2.2.1 Pyren

Mot

latka s vysokou symetrii.fPzpracovani réeni s pyrenem vyuzivame emisniho polaritniho
indexu (EmPI), ktery zobrazuje polaritni vlastnostokoli pyrenu. EmPI je polaritni index
ziskany z poréru intenzit fluorescence z emisniho spektfiavinovych délkach prvniho;la
tretiho k maxima. {(lv) je hodnota prvniho vibtaiho pasu emisniho spektra vyskytujici se u
vinové délky 373 nm. Hodnotdetiho vibr&niho péasu 4 je lokalizovdna u vinové délky
383 nm. VySSi hodnota EmPI se vyskytuje v polarpiostedi, v nepolarnim prosdi se
hodnota sniZuje. #° vyhodnocovani réreni se také pouzivd hodnota ex@itido polaritniho
indexu (ExPI), tedy polaritniho indexu ziskanéhopomeéru intenzit fluorescence

z excit&niho spektra f vinovych délkach 333 nm a 338 nmijg@mz reakce na polaritu je
totoZzna jako u EmPI.

Déle se zjiBuje intenzita fluorescencefipvinové délce 470 nm £), coZz je maximum
typické pro excimer. Tvorba excimeruifipméreni s pyrenem nastava v okamziku
zakoncentrovani molekul pyrenu v micelachehBm tvorby micel, tedy v okoli kritické
micelarni koncentrace, ma hodnota intenzity fluceese emisniho spektrdi plnové délce
470 nm nejvySSi hodnotu. Pdefrateni CMC hodnotagl klesd z dvodu dalSiho ndistu
micel. V systému dochazi k vicendsobnému obsazérdl myrenem, coZz ma za nasledek
i snizeni prav&podobnosti vzniku excimeru. P@m intenzity fluorescence excimeru ku
intenzig fluorescence monomeruw)lz emisniho spektra (Ex:Mo) se proto taktéz vyaziw

zpracovani.

Obr. 5 — Strukturni vzorec pyrenu
2.2.2 Perylen

Perylen je polycyklicky aromaticky uhlovodik s velmizkou rozpustnosti ve ved Je
hojr¢ vyuzivan jako fluoresceéni sonda lipid a vykazuje modrou fluorescenci. Co séety
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struktury, je podobny pyrenu a 1,12-benzperylejuJ6ho absofmi maximum se pohybuje

okolo 434 nm a emitujefp440 nm.

Obr. 6 — Strukturni vzorec perylenu

2.2.3 Nilska ¢erven

Nilska cervai je fluorescetini sonda reagujici na zvySujici se polaritu prealt posunem
emisniho maxima k vySSim vinovym délkdm. Emisni mmaxn se v polarnim prastdi
pohybuje okolo 640 - 650 nm. Bylo zj#b, Ze nilsk&ervai je dolie rozpustna a sién
fluoreskujici v organickych rozpousiiech, nicméa ve vodném prosedi je zhaSena. Diky
své rozpustnosti v lipidech ke nilskacervar slouzit jako vyborna fluorescéni sonda
lipida a pouziva se pro detekci intracelularnich lipgmoci fluorescami spektrofotometrie
a ptaitokové cytofluorometrie [10] [11] .

0
/
3 \ Q
/
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Hst
Obr. 7 — Strukturni vzorec nilskeérver¢

2.3 Asociativni micelarni koloidy

Asociativni micelarni koloidy jsou povrchéwktivni latky (PAL), jsou tedy schopny se
adsorbovat na mezifazova rozhraniaai se k lyofilnim soustavam. PAL neboli tenzidy
mohou vytvéet koloidni systémy — micely, které vznikaji vratnasociaci z pravych roztok
nékterych nizkomolekularnich latek [12]. Od lyofobimienicel se liSi tim, Ze nepebuji
umélou stabilizaci, jejich velikost, koncentrace i ily@lni vlastnosti jsou weny okamzitymi
stavovymi veléinami, nikoliv minulosti systému [13]. Tenzidy mdjiroké vyuZziti hlava
diky svécistici a sméeci funkci. Setkdavame se s nimi kazdy dehuza v podob Sampod,
mydel, zubnich past nebo pracictisticich prostedk.
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Obr. 8 — Struktura micely (inverzni micela, normatcela — zleva)

2.3.1 Struktura a vlastnosti tenzida

Tenzidy maji amfifiini (amfipatickou) strukturu, tenamend, Ze musi obsahowaist
lyofilni, ktera ma tendenci se v daném predt rozpoust, acast lyofobni, ktera se v daném
prostedi nerozpousti. Budeme-li uvazovat micely vznikagisociaci nizmolekularnich latek
ve vodném progedi, hovdime o ¢asti hydrofilni (polarni) atasti hydrofobni (nepolarni)
(Obr. 9. Polarni¢ast (hlava) musi obsahovat silpolarni hydrofilni skupiny, které zafigji
rozpustnost ve vada nepolarniast (chvost) musi mit dostate dlouhy uhlikovyietézec,
aby dochéazelo k asociaci. Hydrofobni konec je olantkoren z 8-18 uhlik a mize byt
aromaticky, alifaticky nebo s¥s obou tygd. Zdrojem hydrofobnichéasti jsou obvykle
piirodni tuky a oleje, ropné frakce, relativikratké syntetické polymery nebo syntetické
alkoholy s relativa vysokou molekulovou hmotnosti [14].

Chvost Hlava

Obr. 9 — Struktura micely — hydrofohfést + hydrofilnicast (zleva)
2.3.2 Klasifikace tenzidi

Tenzidy dlime podle schopnosti disociovat ve vodném roztaka ionogenni a
neionogenni (neutrélni) tenzidy
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Podle schopnosti
disociovat ve
vodnem roztoku

Aniontové Kationtové Amfoterni

F

Obr.10 - Klasifikace tenzid

Anionaktivni tenzidynesou po disociaci zaporny naboj a disociuji zaikuz povrcho
aktivnich antioni. NejvyznamijSim predstavitelem je skupina COOktera je picinou
rozpustnosti ve vad Takeé silg kyseld skupina — Sl je ve vod dostatén¢ disociovana,
takZze nejen soli alkylsulfonovych kyselin, ale taykyseliny samotné two micely. Nap.
stearan sodny fHssCOO'Na’ [13] [15].

Kationaktivni tenzidytvori pii disociaci ve vod povrchow aktivni kationy, které nesou
kladny néboj. Tvéi zhruba 10% celostové produkce tenzid Nap.
triethylhexydecylamoniumbromid.;gHzsN(C,Hs)3 Br™ [16].

Amfoterni tenzidynaji podle pH progedi kladny nebo zaporny néabo;j.

Neionogenni tenzidysou neschopné elektrolytické disociace a obvykée skladaji
z dlouhého uhlovodikovéhiettzce s ®kolika polarnimi, ale neionogennimi skupinami na
konci, které zajiuji rozpustnostéchto slodenin [13] [17].

2.3.3 Micely a kriticka micelarni koncentrace

Micely jsou supramolekularni agregaty vznikajigbravych roztok nizkomolekularnich
latek. Ve vodném proitdi jsou vznikajici micely formovany tak, aby poliatast byla na
vngjSim povrchu micely a nepolarni hydrofob&st byla uvnit agregatu. Toto ma za
nasledek, Ze celad micela se jevi jako rozpustrauahi¥ micely v hydrofobni oblasti jsou
schopny se rozpoudt molekuly ve vod nerozpustné. i ur¢ité koncentraci nastavaji na
kiivkdch koncentrénich zavislosti iznych fyzikal-chemickych vlastnosti vicéi meérng
ostré zlomy. Hoviime o kritické micelarni koncentraci (CMC), cozZ nejvySsSi mozna
koncentrace, id niz je PAL v roztoku v fevazri molekulové fornd. F¥i prekrateni CMC se
v roztoku z&inaji samovola tvorit micely.

Hodnota kritické micelarni koncentrace je ovlivin mnoha faktory. Jednim z nich je
struktura uhlovodikovéhdettzce a sice tak, ze CMC s rostouci délkou uhlovodiko
fetézce klesd. Ddle CMC zAavisi na tegla tlaku, na vlastnostech hydrofobni a hydrofilni
skupiny i op&n¢ nabitych iont [13] [15].

Za z&kladni fcinu vzniku agregdit z uhlovodikovychretézcl ve vodnych roztocich jsou
povazovany velké kohezni sily mezi molekulami vakteré jsou daleko vysSi nez vzajemna
piitazlivost uhlovodikovychretézch i pritazlivost mezi molekulami vody a uhlovodikovymi
fetzci. Molekuly vody jakoby vyisiuji molekuly uhlovodikovychetézci, coZ je spojeno
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s poklesem Gibbsovy energie soustavy. Jedna-li senogenni PAL, polarni skupiny
disociuji. Vznikaji nabité micely obklopené elekkou dvojvrstvou tvienou vzniklymi
protiionty [13].

Jsou znamy i fipady micel tveicich se v nevodném prosti — vznikaji tzv. obracené
micely, jejichZz jadro tvei polarni skupiny, zatimco uhlovodikovétzce smdtuji ven do
nepolarniho progedi [13].

Agrega&ni neboli asocini c¢islo udava kolik molekul PAL vytid micelu. Hodnota
agregénihocisla je rozdilna udznych micel a u obracenych micetjg@mz u Znych micel
se pohybuje kolem 100 i vice, kdeZto u obracenyelnzpravidla nebyva&si nez 10.

2.3.4 Velikost a tvar micel

Velikost a tvar micel zavisi na koncentraci, teplaholekularni struktie PAL aj. a existuje
nekolik typt micel.

» Hartleyovy micely — malé, kulovité agregaty moleRAL vznikajici ve rednych
roztocich. Uhlovodikovéetézce tvdi jadro micely a polarni skupiny situji ven.

e Valcové micely — v koncentrova$ich roztocich se 2Wuje rozmdr micel
a kulovité micely se ienenuji ve valcovité utvary (jejich vznik byl prokazan
meétenim rozptylu sitla).

e McBainovy micely — laminarni McBainovy micely jsoupritomny
v koncentrova#Sich roztocich. Jsou slozeny ze dvou vrstev PALsemZz micely
jsou k sok obraceny uhlovodikovynietzci

* Inverzni (obracené micely) — jadro inverznich midgbii polarni skupiny,
uhlovodikovérettzce sndtuji ven do nepolarniho praeti [13].

Obr. 11 — Tvary micel: a)Hartleyova (kulovitd migglb)valcovit4 micela, c)inverzni
micela, d) McBainova miceld 8]
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2.4 Koloidni roztoky vysokomolekularnich latek

Roztoky vysokomolekularnich latek jsou koloidni takgy, termodynamicky staléastice
vysokomolekularnich latek jsou oproti lyofobnim elim jednotlivé molekuly velkych
rozmeri, jsou to tedy Gtvary vazané chemickymi valgimi silami.

U roztoka vysokomolekularnich elektrolytisou molekulyrady vysokomolekularnich latek
obsahujici ionogenni skupiny schopné vygta v roztoku ionty. Polyelektrolyt je
makromolekularni elektrolyt s ionizovatelnymi kyg®ai ¢i bazickymi postrannimi
skupinami.

Linearni makromolekula existuje véezEnych roztocich spiSe ve foénmataZzenéhéetézce
a jen velmi mélo se svinuje v klubko. Tento faktzjisoben velkymi odpudivymi silami
mezi souhlash nabitymi skupinami, jejichz vliv do ztaé miry gekonava kinetickou
elasticitu makromolekularni latky. Je-li do roztgbiidan nizkomolekularni elektrolyt, stoupa
iontova sila roztoku a iontova atmosféra kolem tyahi skupin se sttaje, takZe jiz malymi
piidavky elektrolytu se jvodré natazenyrettzec svinuje. Obdobny vliv jakoifgavek
nizkomolekularniho elektrolytu ma i zvySeni koncaoé polyelektrolytu.

Oproti tomu u molekul, kde se pravidélstidaji kladné a zaporné naboje, které na sebe
pusobi gitazlivymi silami, tedy u amfoternich molekul, getzec svinuje do civkovitého
nebo spirdlovitého Utvaru [13].

2.5 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularniiirpzeré se vyskytujici biopolymer. Byla
objevena v roce 1934 Karlem Meyerem a jeho kolelmhnem Palmerem, Kkigi izolovali ze
sklivce @i skotu [19]. Dnes hogpouZzivany nazetyaluronanodrazi skuténost, Zein vivo
existuje jako polyanion, ne v protonované férikyseliny [26]. Hyaluronan tid jednu z
hlavnich sloZzek mezibgtiné hmoty, dale se nachazi ném sklivci, synovialni tekuti (tj.
tekutina obklopujici klouby) a viiZi. Dale vyraz prispiva k bugcné proliferaci a byva také
zapojen do progrese zhoubnych n&ddf téle primérného 70 kg muZe se nachatibpzné
15 g hyaluronanu,fgemz 1/3 je kazdy den degradovana a znova syntétieo{20]. Tento
biopolymer ma velmi Siroké uplaini, v Iékastvi se uz fed delSi dobou zala kyselina
hyaluronova vyuzivat v tdbé popalenin a koznichigdi. Velmi se vyuziva v kosmetickém
pramyslu, zejména k omlazovani pokoZzky &bje, krku a dekoltu.

2.5.1 Chemicka struktura

Po 20 letech od objeveni Karl Meyer fin&lpopsal i chemickou strukturu hyaluronanu
[19]. Skladéa se z opakujicich se disacharidovydngeek, z molekul kyseliny D-glukuronové
a N-acetyl-D-glukosaminu. Disacharidové jednotkgpujsspojeny stdanim glykosidické
vazby B-1,4 ap-1,3. Stericky vyhod¥si ekvatorialni pozici vSem objemnym skupinam
umoziuje glukéza B konfiguraci, zatimco vSechny malé atomy vodiku igb mére
stericky fiznivé axialni polohy. To znamena, Ze strukturacdhsridu je energeticky velmi
stabilni. [19].
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Obr. 12 — Chemicka struktura hyaluronanu [19]

2.5.2 Metabolismus hyaluronanu

Metabolismus kyseliny hyaluronové je velmi dynanyickNagiklad chondrocyty
v chrupavce aktivsyntetizuji a katabolizuji hyaluronan po celou ul@ivota tkdg. Syntéza
je obvykle vyvazena katabolisme&imz se udrZzuje konstantni koncentrace v tkani. iStud
ukazaly, Ze poléas rozpadu hyaluronanu v chrupavce je obvykle yiByt [19].

Bunky neékdy bud prevazr syntetizuji nebo naopakigvazié katabolizuji hyaluronan,
napiklad kozni buky hyaluronan pevazre aktivné syntetizuji. Poldas rozpadu molekuly
hyaluronanu v krvi je velmi kratky, jenékolik minut. Odhaduje se, Ze téimjedna fetina
z celkového mnozstvi kyseliny hyaluronové v lidskédte je metabolicky odstr&na
a nahrazena pmérné béhem jednoho dne [19].

2.5.3 Aplikace a vlastnosti kyseliny hyaluronove

Kyselina hyaluronova ma celdadu vyznamnych biologickych funkci. VaZze na sebduvo
a poméaha zabiiavat prostupu vir a baktérii k biice. Jedna zipdnich vlastnosti je vysoka
viskoelasticita, diky které vodné roztoky hyaluronav kloubech snizujiténi a absorbuji
tlakové narazy¢imz funguje vlastéjako lubrikant a tlumi naraz.

Kyselina hyaluronova je Siroce vyuZivana v medicw o¢ni chirurgii je dodnes vyuzivan
preparat z kohoutichrébinki, ktery byl izolovan v druhé polowinpadesatych let 20. stoleti.
DalSi produkt hyaluronanu byl vyvinut jako doghndo synovialni tekutiny kloubu pacieni
trpicich osteoartritidou [19].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Cilem badani v oblasti nAdorovych onemuadrje jiz rekolik let najit vhodny cileny nosi
l&civ, ktery bude schopenipobit cile’ na specifické misto a zaraveemit vedlejSi &inky
v rozsahu satasnych chemoterapeutik (vypadavani tJapokles pétu bilych krvinek,
nevolnost aj.). Je piEba takové specifické vazby mezi ri@sn a I€ivem, aby tento systém
byl schopen l&vo dopravit na dané misto a aby byl schope&ivtév tomto mist i uvolnit.
DalSi podminkou je biokompatibilita a biodegrabilystému. Najit vhodny cileny nd$civ
je tedy diky mnohym poZadatmk nelehky ukol.

Interakce mezi kopolymerem polystyrensulfonat-aylminylether (PSS-co-BVE)
a iontovymi povrcho¥ aktivnimi latkami ve vodném roztoku zkoumali biatdivedci v cele
sM.G. Neumannem[21]. Pomoci pyrenu jako fluorescan sondy byly studovany tvorby
indukovanych premicel kationaktivnich a anionatbinitenzidi. Jako katioaktivni tenzidy
byly pouzity: dodecyltrimethylamonium bromid (DTABJodecyltrimethylamonium chlorid
(DTAC), cetyltrimethylamonium chlorid (CTAC). Aniaktivni tenzid zastupoval
dodecylsulfat sodny (SDS). U kationaktivnich teffizioylo zjiS€no, Ze se zdnaji tvait
premicelarni agregétyfipkoncentraci nizSi nez je CMC. Tento proces ¢mieme jako
indukovana agregace (CAC — kritickd agr@gaoncentrace).il@dpoklada se, Ze indukovana
agregace je nasledkem elektrostatickych interaBoltzmannova sigmoidnitkrka, kde je
v zavislosti EmPI na koncentraci tenzidu, vykazugmto gipadt dvouzlomovy charakter.
Zavislost Ex:Mo na koncentraci tenzidu také vykazujiva piky. Hodnoty CAC
kationaktivnich tenziél maji podobny trend jako hodnoty CMC, tzn. DTAC>AB> CTAC.
Naopak anionaktivni tenzidy toto dvouzlomové chadyéit tvorbu premicelarnich agregat
nevykazuji.

Tabulka ¢. 1 — Kriticka micelarni koncentrace (CMC) a krkic agreg@ni koncentrace
(CAC) kationaktivnich tenzid (DTAB, DTAC, CTAC) a anionaktivniho tenzidu (SDS)
v pritomnosti kopolymeéir[20]

Slozeni

Kopolymery kopolymeri SDS DTAB DTAC CTAC

PSS/BVE | CMC | CMC | CAC | CMC | CAC | CMC | CAC

[mol.%] [mMM] | [mM] | [mM] [MM] | [mMM] | [mM] | [mM]
PSS - 7,4 - - 22,5 1,0 1,3 0,25
coBVE1 98/2 6,9 15,9 1,0 23,4 1,0 1,4 0,28
°cOBVE17 82/18 7,9 17,7 1,0 19,6 1,6 1,5 0,25
cOBVEA45 55/45 7,4 16,6 2,6 16,5 1,7 1,5 0,28
COBVES3 47/53 7,8 17,7 1,2 17,5 3,3 1,5 0,26

Interakce mezi polyelektrolytem a povrciaaktivni latkou zkoumalP.S.Kuhn, Y. Levin
a M.C. Barbosav roce 2008 v Brazilii [22]. ¥dci z brazilské univerzity experimentéln
pozorovali kooperni piemeénu, ve které jsou kondenzované protiionty nahrazeny
ionogennimi tenzidy. U ionogennich tenkidhastava tento ipchod ve velmi nizkych
koncentracich, asi 20x nizSi nez CMC tenzidu.ia neionogennich tenziddochazi
k tvorbé komplexi v koncentracich blizkych CMC. Tento jev vytuji silné elektrostatické
interakce, které vedou v systému polyelektrolyiztednk utvaeni komplex. Déale bylo
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pozorovano, Ze vifpac navazani ionogennich tentida polyelektrolyt, vykazuji adsaipi
izotermy kooperéni charakter. Tentoipkvapujici jev nazrje, Ze ionogenni tenzidy nebo
ionogenni lipidy by mohly byt pouzity do zivych hiknjako polynukleotidy. Nkteré dalsi
studie ukazuji, Ze katioaktivni lipidovanidla by mohly velmi dote slouZit jako nogbvé
systémy pro genovou terapii

Vroce 2002 F. Marques a spol. [23] studovali zminy v agreganim chovani
dvouetzcovych tenzid v disledku geometrie nebotfigani protiiontu. Tato studie byla
provedena s kvartérni amoniovou soli DDAB (didodidioyethylamonium bromid) pomoci
raznych technik (NMR, mikroskopie, rozptylové metody) dvouettzcovych tenzid bylo
zZjisténo, Ze pidavek anionaktivniho tenziduibe zmisobit znénu tvaru agregét Pridanim
soli do systému polymer-tenzid sesmh fazové chovani z asociativniho chovani k chovani
segregénimu. Geometrie tenzid ma rozhodujici roli ve fazovém chovani a morfologi
agregal. V systému polymer-tenzid se s&$tji tvoii agregaty micelarniho typu. U
dvourettzcovych tenzid bylo shledano, Ze fglanim protiiontu dochazi kipchodu
z laminarni faze do krychlové. To takéibe gFispét k vétSi stabilizaci micel vefednych
roztocich.

K. Thalberg a B. Lindman [24] studovali interakci mezi sodnou soli hyalumoo a
alkyltrimethylamonium bromidy siznymi délkamiifetzce pomoci fazové separace, NMR,
vodivosti nebo solubilizace barviv. Dle vyslédkylo zjiS€no, Ze této interakci podléhaji
tenzidy s vice nez 10 uhliky v alkylovératézci a jiz @i velmi nizké koncentraci tenzidu.
U kratSich alkylovychretzci tenzidu je energeticky vyhodsi tvorba volnych micel, nez
samotna vazba na hyaluronan. Daldar zjistili, Ze vazba hyaluronanu a tenzidu §&alikrat
slabsi (aZz 10krét) nez interakce jinych polyeldigtio (alginat, pektat) stenzidy. Toto je
nejspise zfisobenou nizkou linearni hustotou naboje hyaluronBailsim poznatkem je fakt,
Ze @i urcitétm hranénim stupni navazani tenzidu na hyaluronan uz nedddhrozpou®ni
komplexu a nastava odléni fazi a tvorba precipitét Rozpu&ni precipitatu mize byt
dosaZenoiidanim velkého febytku tenzidu.

Dian-shu Yin a spol.[25] zkoumali interakce mezi hyaluronanem sodnyreridy ve
vodném prosedi za pouziti fluorescéni spektrofotometrie, kde jako fluores¢ah sonda
byl pouzit pyren. Diky fedchozim studiim bylo doka&zano, Ze hyaluronan nezipkou
vazbu na CD44 a RHAM receptory, které jsdiignny v nadorovych hikach, a nejen proto
by mohla byt kyselina hyaluronova pouzita jako vimpdrektor pro léiva. Veédci zcinské
univerzity shledali, Ze vifpac anionaktivniho tenzidu (SDS) bytidavkem hyaluronanu jiz
v nizkych koncentracich SDS sniZen emisni polanittééx. Tento jev vysstluje solubilizace
hydrofilnich hlav SDS do domén formovanych hydraxyimi skupinami hyaluronanu. Mezi
neionogennimi tenzidy (Tween-80, Cremophor EL) allmpnanem nebyla pozorovana Zzadna
agregace. Ve vysSich koncentracich tenzidu byl minpslaritni index zvySen ifdavkem
sacharid (glukdsa, laktésa), ovSenditiek sacharidl je snizen fidanim soli.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
4.1.1 Polyelektrolyty

» poly(4-styrensulfonat) sodny — Sigma Aldrich Cher@imBh, ¢.5.: MKAA1218V,
CAS: 25704-18-1

OMNa

» Hyaluronan sodny, nativni ;
HySilk — CPN spol. s.r.o0.,M=300 kDag.S.: 160708 E1
Hyaluronic acid — CPN spol. s.r.0.,W#1,46 MDa,.S.: 141008-E1

&,m

[} n
4.1.2 Fluorescer¥ni sondy
* Pyren — Fluka, puriss p.a. for fluoresceree99,0 %, ¢.S.: 430166/1, 4230487,

CAS: 129-00-0
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* Perylen — Fluka, puriss for fluoresceneed9,0 %,¢.S.: 1293053, 42306417, CAS:

195-55-0

* Nilskacervai — BioChemika, for fluorescence 98,0 %.¢.5.: 1381469, 21408064,

CAS: 7385-67-3
O
//
o~ )
H3C
\ C/< / O
N N
/

HsC
4.1.3 Tenzidy
» DDAC (didecyldimethylamonium chlorid) — Alfa Aes&tS.: 10147338,
CAS: 107-64-2
CHj
HSCWNWVWCHS
HsC
cl
* Triton X-100 (oktylphenol ethoxylat) — Fluk&s.: 1249005, CAS: 9002-93-1

CH, CH,

| |
CH

CHj 3
4.1.4 Zhasde
« CPC (cetylpyridium chlorid),Sigma 99,0 %.5. — 115K0073, CAS — 6004- 24-6

3

4.1.5 Ostatni
* NaCl (chlorid sodny p.a.) — Lachner s.r®s.: 06278, CAS : 7647 -145
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* Voda, Milli-Q voda (Millipore academic)

* Aceton — Lachner s.r.o., p.a., Ultza99,5 %

» KH,PQO, (dihydrogenfosforénan draselny, p.a.) — Lachner s.r&s,: 00261,
CAS: 778-77-0

* NaHPO;-12H,0 (hydrogenfosforénan disodny dodekahydrat p.a.) — Lachner s.r.o.,
¢.8.: 06156, CAS: 10039-32-4

4.2 Postup pripravy vzorki
4.2.1 Z&asobni roztoky fluorescerknich sond

Byly ptipraveny zasobni roztoky pyrenu, perylenu a nikd&eré v acetonu. Koncentrace
zasobniho roztoku pyrenu byla 1,6* M a 210* M. Koncentrace nilskéerverg a perylenu
byla 1:10* M. Zasobni roztoky byly uchovavany v lednidi peplot 4°C. U vSech vzork
bylo pipetovano takové mnoZstvi pyrenu a peryleauy vysledna koncentrace ve vzorku
byla 1:10° M.

4.2.2 Zasobni roztoky fosfatoveho pufru a 0,15 M NaCl

Fosfatovy pufr PBS bylifpraven v 1000 ml odiné baice rozpu&nim 2,83 g hydrogen
fosforenanu disodného, déle 0,19 g dihydrogenfosioaeu draselného a 8 g NaCl. Roztok
byl doplrén vodou na fesny objem. Standardibyla pouzivanaipvSech pipravach Milli-Q
voda.

Zasobni roztok NaCl bylipraven do 500 ml odémné baiky. Presna navazka NaCl byla
4,3839 g a roztok byl dopin vodou na fesny objem. Timto Zsobem byl ziskan zasobni
roztok NaCl o pesné koncentraci 0,15008* M. Oba dva z&sobni roztoky byly uchovavany
ve tme pri laboratorni teplat

4.2.3 Zasobni roztoky DDAC

Byl piipraven zasobni roztok DDAC o koncentracl® M ve vod, v 0,15 M NaCl a ve
fosfatovém pufru.Rednim zasobniho roztoku DDAC bylyiipraveny zéasobni roztoky
DDAC o koncentraci 20°M a 510° M. Zasobni roztoky byly uchovavany ve &npi
laboratorni teplat

4.2.4 Stanoveni CMC DDAC

Nejprve byla navrhnuta koncentrd fada DDAC v prosedi vody, v 0,15 M NaCl a ve
fosfatovém pufru tak, aby se v jejim rozsahu vyskgta gedpokladanid hodnota CMC.
Koncentr&ni fady byly prongieny s pyrenem, perylenem a s nilské&rveni. Do vSech
vialek bylo napipetovanoifslusné mnozstvi fluoresc&m sondy. Naslednbyl ze vSech
vialek odp#&en v digestti aceton.

DalSim krokem fpravy bylo gidani gesného mnozstvi DDAC v daném presi.
Z divodu Sirokého koncenttaiho rozmezi DDAC ve vzorcich byly tedéni pouzity ti
zasobni roztoky o koncentracicti8® M, 510° M a 510° M. Posléze byly vzorky dopémy
vodou, roztokem soli nebo pufrem na poZzadovanymbfged samotnym &fenim byly takto
piipravené vzorky michany po dobu 24 hotl.l@boratorni teplat.

4.2.5 Zasobni roztoky Tritonu X-100

Byl pripraven zasobni roztok Tritonu X-100 o koncentr8d0®M v prostedi vody,
v 0,15 M NaCl a ve fosfatovém pufru PBS.iBdnim zasobniho roztoku bykipraven dalsi
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zasobni roztok Tritonu X-100 o koncentracl® M. Tyto zasobni roztoky byly uchovavany
ve tnme pri laboratorni teplat

4.2.6 Priprava vzorki pro stanoveni CMC Tritonu X-100

Byla navrhnuta koncenttai fada tak, aby v rozmezi tétady byla pedpokladana CMC
Tritonu X-100. Meteni bylo provedeno v prasdi vody s pyrenem a ve vSectedh
prostedich s perylenem Do vSech vzodikylo napipetovanoifslusné mnozstvi sondy. Poté
byl ze vSech vialek v digesimdpdaen aceton.

Nasled@ bylo pridavano pesné mnozstvi Tritonu X-100 v daném predt. Z divodu
Sirokého koncenttmiho rozmezi Tritonu X-100 ve vzorcich bylyiddEni pouzity dva
zasobni roztoky o koncentracichl8* M a 810° M. Dalsim krokem bylo doplmi vzorki
vodou, roztokem soli nebo pufrem na poZzadovanymbfged samotnym &fenim byly takto
piipravené vzorky michany po dobu 24 hotl.l@boratorni teplat.

4.2.7 Agregani chovani systému Tritonu X-100 a DDAC

Do vialek bylo napipetovanoiiglusné mnozstvi pyrenu a poté bylo ze vSech vzork
odpaeno v digesth rozpouStdlo. Pro zjiovani agregéi chovani ionogenniho
a neionogenniho tenzidu byla navrhnuta koncéntrgada s konstantnim mnozstvim DDAC
a se vziistajicim mnoZzstvim Tritonu X-100 (0,0025 — 5 mM)o DrSech vialek bylo
napipetovano 1000l DDAC, piicem? vysledna koncentrace DDAC byla -4 M a
nasledg bylo pridano gesné mnozstvi Tritonu X-100. Nakonec byl vzorek Idép na
piesny objem vodou. Vzorky byly po dobu 24 hod. mighgi laboratorni teplat a posléze
byly zmgteny.

4.2.8 Agregacni ¢islo systému Tritonu X-100 a DDAC

Nejprve bylo do vSech vialek napipetovanéisfjusné mnozstvi pyrenu. Po odtgai
rozpoustdla bylo gidano konstantni mnozstvi DDAC (1000 a konstantni mnozZstvi
Tritonu X-100 (250Qul). Poté byl gidan zhas& CPC v rozmezi koncentraci 0 - 09 mM CPC,
kde zasobni roztok CPCankoncentraci 2L0° M. Nakonec byly v&echny vzorky dogimy
vodou na pesny objem a bylyépany pes noc fi laboratorni teplat

4.2.9 Zasobni roztok PSS

Na analytickych vahach bylo navazendegné mnozZstvi PSS tak, aby koncentrace
zasobniho roztoku byla 4dm?®. Kvili lepSimu rozpudni a naslednému snagéimu
doplréni na gesny objem bylo navazené mnozstvi PSSinadrozpoudno asi ve 180 ml
vody a nasledhbyl roztok dopl&n vodou na 250 ml. Zasobni roztok byl uchovavainwea
pii laboratorni teplat.

4.2.10 Agregaéniho chovani DDAC s ffidavkem PSS ve voé

Do vSech vialek bylo napipetovandgigiusné mnozstvi pyrenu a v digastbyl odpaen
aceton. Bylo fidano gesné mnozstvi DDAC dle koncentna fady a nasledhkonstantni
mnoZstvi PSS, tak aby jeho koncentrace ve vzorsjth 1 gdm™. Nakonec byly v&echny
vzorky doplrény vodou na fesny objem. Taktoifpravené vzorky byly michany po dobu 24
hod. a naslednbyly pronetreny.
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4.2.11Agregani chovani Tritonu X-100 s gridavkem PSS ve voé

Nejprve bylo do vSech vialek napipetovarnitsjusné mnozstvi pyrenu a za sniZzeného tlaku
bylo odpd&eno rozpougdlo. Bylo gidano gesné mnozstvi Tritonu X-100 v rozmezi
koncentraci (0,0025 — 3 mM) a naslédonstantni mnozstvi PSS, tak aby jeho koncentrace
ve vzorcich byla 1-gm?. Zbytek viz fedchozi odstavec.

4.2.12Agregacni chovani systému Tritonu X-100 a DDAC s fidavkem PSS

Nejdiive bylo do vialek napipetovandiplusné mnozstvi pyrenu a poté bylo za snizeného
tlaku ze vSech vzotkodpaeno rozpougdlo. Po odpgeni rozpou&dla bylo gidano gesné
mnoZstvi Tritonu X-100 v rozmezi koncentraci (0,802 3 mM) a naslednbylo pidano
konstantni mnoZstvi DDAC tak, aby vysledna konamerbyla 4,20° M. Jako posledni
slozka bylo pidavano konstantni mnozstvi PSS (100® vysledné koncentraci dm®).
Nakonec byly vSechny vzorky dogimy vodou na fesny objem. Taktoijpravené vzorky
byly michany po dobu 24 hodiipaboratorni teplat

4.2.13Zasobni roztok 0,3 MDa HyA a 1,46 MDa HyA

Na analytickych vahach bylo navéZzen@gné mnozstvi 0,3 MDa HyA a 1,46 MDa HyA
tak, aby koncentrace zasobniho roztoku byladng. NavaZené mnoZstvi hyaluronanu bylo
doplreéno na 100 ml vodou. Zasobni roztoky byly uchovéavatgdnici.

4.2.14Agregacni chovani systému Tritonu X-100 a DDAC s fidavkem HyA

Priprava vzork pro meteni agregéniho chovani systému Tritonu X-100 a DDAC
s pridavkem hyaluronanu byla prowath obdobi jako @i piidavku PSS do systému Triton
X-100 a DDAC. (viz 4.2.12.) Do vialek obsahujicipgren, Triton X-100 a DDAC bylo
napipetovano 1000l nativniho hyaluronanu (0,3 MDa a 1,46 MD) o vysié koncentraci
1 gdm™. Nakonec byly v8echny vzorky doginy vodou na fesny objem. Rpravené vzorky
byly michany po dobu 24 hodiigaboratorni teplat.

4.3 Metody méreni
4.3.1 Méreni fluorescerknich spekter

M¢éteni fluorescetnich spekter bylo provedeno na luminist@m spektrofotometru
Aminco-Bowman Series 2 s xenonovou (150W) a zabhkesk (7W) lampou. Pro vSechna
meieni byla pomoci termostatu nastavena teplota ma+ah1 °C. U veSkerych &teni byl
signal ze vzorku vztazen k refetafimu signalu.

U vSech vzorl s pyrenem bylo zaznamenavano emisni i exeitapektrum. Emisni sken
pyrenu byl néten v rozmezi 360 — 530 nniii gxcitatni vinové délce 335 nm. Excitai sken
pyrenu byl sniman v rozsahu 320 — 340 ningmisni vinové délce 392 nm. U kazdého
vzorku byly u emisniho skenu zaznamenavany hodftotyescence prvniho detiho piku
1=383 nm, $=383 nm a hodnota fluorescence excimegri470 nm. U exciténiho skenu
byly zapisovany hodnoty det&kich vinovych délek 333 nm a 338 nm.

U vzorka obsahujicich perylen bylo &feno pouze emisni spektrum. Ex&itéa maximum
bylo nastaveno na 410 nm. Emisni sken byfen v rozsahu 430 — 600 nm. Sledovanym
parametrem byla hodnota vinové délky polohy maxgv@isiuSejici intenzitou fluorescence
a také hodnota totalniho integralu.
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V piipact méieni vzorki s nilskoucerveni bylo obdobh jako u perylenu greno pouze
emisni spektrum. Excitace byla na monochromatoneaktavena na 540 nm. Rozmezi
vinovych délek emisniho skenu bylo 580 — 700 nned&Vanym parametrem byla hodnota
vinové délky polohy maxima stiglusejici intenzitou fluorescence a také hodnotalriho
integrélu.

EXCITACNI
ZDROJ B VZOREK
- MONCOCHROMATOR

EMISII
MONOCHROMATOR

DETEKTOR

CTECT
ZARIZENI

Obr. 13 — Schémadreni fluoresceeni spektrofotometrie

4.4 Vyhodnoceni dat
4.4.1 Stanoveni CMC u vzorki obsahujicich pyren

Pri stanoveni CMC u vzoikobsahujicich pyren se vyuziva pamprvniho a tetiho piku
emisniho spektra (=EmPI, emisni polaritni indexgéavislosti na logaritmu koncentrace.
Vysledna zavislost ma sigmoidni tvar a Ize ji paf@ealtzmanovou S4kvkou se 4 parametry:

y(1:3)= A= AMBI, )y ma) )
1+e &
kde zavisle proknnay odpovidd EmPIA; je minimum,A; maximum,Xo je inflexni bod
kiivky Axje gradient. NaObr. 14 je vyobrazena zavislostiikky Boltzmannova typu
s charakteristickymi parametry.

Obdobrg Ize zjistit kritickou micelarni koncentraci dikypmpeéru 333:338 nm z excitaiho
skenu pyrenu, neboli ExPI. Zavislost exé&itého polaritniho indexu (ExPI) na logaritmu
koncentrace taktéZz vykazuje sigmoidtivku, to znamena, Ze i@eme pouZzit Boltzmanovu
rovnici pro vyhodnoceni dat a zji#ti CMC.
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EmPTI T, e A2=max

<«—x0 (CMC)

------------

log c

Obr. 14 — Sigmoidnirkvka Boltzmanova typu s charakteristickymi parametr

4.4.2 Stanoveni CMC u vzorki obsahujicich perylen a nilskouterven

U vzorki obsahujicich perylen a nilsk@ervei bylo vyuzito zavislosti totalniho integrélu
na logaritmu koncentrace. Tato zavislost v nizSkdncentracich nez CMC vykazuje
konstantni pkb¢h, po dosazeni CMC ma lineérvzristajici charakter Qbr. 15. Jako
hodnota CMC byla brana koncentrace v&pdis&iku dvou ffimek, z nichz jedna odpovida
praméru hodnot v konstantridsti a druh& je dana linearni regresi charaktécizugristajici
Cast Fimky.

¥

l CMC
koncentrace tenzidu %)
Obr. 15 — Standardni vyhodnoceni dat ziskanych poperylenu nebo nilskéervery

4.4.3 Stanoveni agreg#éniho ¢isla

Hodnota agregmiho ¢isla byla zji&na pomoci zhaSeni fluorescence pyrenu, kde jako
zhasé byl pouzit CPC. Po fjidani konstantniho mnoZstvi neionogenniho a ionoien
tenzidu bylo do vzork pipetovano viistajici mnozstvi zhd&e CPC. Nanmsend data byla
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v programu MS Excel proloZzena linearni regresi. eygini ¢islo bylo spditdno dle
nasledujiciho vztahu:
1

N =.. K (6)
a9 |S|—CMC

kdek je snernice gimky, [§ predstavuje koncentraci tenzidiaggje agregani cislo.

4.4.4 Stanoveni chyby néieni

VSechna n¥eni byla provéaéha tikrat. Z €chto hodnot byla do grafvynesena gimeérna
hodnota a pomoci programu MS Excel byla k jedn@tivbodim spditana smirodatna
odchylka. V grafech odpovidaji jednotlivé &wdatné odchylky chybovym Gdem.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Stanoveni CMC DDAC
5.1.1 CMC DDAC v prostiedi vody, soli a pufru s pyrenem

15 03
1,4 - 0,2
131 02 _

o
E z
L L
1,2 - 0,1
1,1+ - 0,1
1,0 \ \ \ \ \ 0,0
5 4 3 -2 1 0 1
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Graf 1 — Zavislost EmPI a pafmu Ex:Mo na logaritmu koncentrace DDAC v pristi vody
S pyrenem

1,6

1,5 A

1,4

1,3 A

EmPI

1,2
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Graf 2 - Zavislost EmPI na logaritmu koncentrace ADv prostedi vody a 0,15 M NacCl
S pyrenem
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Graf 3 — Zavislost ExPI na logaritmu koncentrace ADv prostedi pufru PBS s pyrenem

Graf 1 popisuje plibéh zavislosti emisniho polaritniho indexu a gom Ex:Mo na
logaritmu koncentrace DDAC ve vodném piesli. Kiivka zavislosti EmPI na logaritmu
koncentrace vykazuje sigmoidnfikku Boltzmannova typu. U zavislosti péna Ex:Mo na
logaritmu koncentrace ma néjd kiivka konstantni povahu, poté nasleduje prudkyasizr
Stoji za povSimnuti, Ze se zlomy na obdivkach objevuji piblizné pii stejné koncentraci,
kterd odpovida zénajici tvorl® micel. Krivka zavislosti EmPI na logaritmu koncentrace
DDAC se v tomto okamziku Z&na lamat a kvka zavislosti Ex:Mo na logaritmu koncentrace
DDAC z&ina rist.

Graf 2 porovnava zavislosti EmPI na logaritmu koncent@@BAC ve vodném prosedi a
v prostedi soli. Ok dw kiivky vykazuji sigmoidni charakter. #& prvnim zlomem
odpovidaji konstantni hodnoty signalu vodného peo$t po zlomu znd konstantni hodnoty
solubilizaci sondy v hydrofobnim prdsdi. Inflexni bod sigmoidnitk/ky odpovid& kritické
micelarni koncentraci.

V pufrovém progtedi ma sigmoidni fivka dvouzlomovy charakterGraf 3). Prvni zlom
zn&i narst tvorby micel a inflexni bod prvniho zlomu koresduje s CMC DDAC ve
vodném progedi. Jednim z moZnych vy&leni druhého zlomu je, Ze mohlo dojit ke &
konformace agregét Hydrofobni jadro ma v oblasti druhého zlomu geBtydrofobrjSi
charakter, coz je dost praygbdobré zpisobeno pechodem kulovitych agregaha agregéty
podobné fosfolipidové dvojvrstvs ohledem na strukturu DDAC. Vysledky CMC DDAC
v riznych prostedich jsou uvedeny Vabulce 1

Tabulka 1 — Hodnoty CMC DDAC viznych prostedich stanovené pomoci pyrenu2b°C

Prostiredi CMC [mM] ¢ DDAC [mM]; druhy zlom
voda 0,05Q 0,002 —
0,15 M NaCl 0,042 0,001 —
pufr PBS 0,01& 0,002 0,194 0,014
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Z této tabulky je patrné, Ze proestli, ve kterych byly experimenty prowéy, vyrazr
neovliviiuji hodnotu kritické micelarni koncentrace DDAC. déehazi ani kiddovym
zménam CMC, tak jak tomu byva uipavku soli do BZznych roztok ionogennich tenzid
Ovsem v pufrovéem prosdi dochazelo v systému nejspiSe ke konformace agregat
DDAC, coz znai dvouzlomova sigmoidnitkvka. Lze tedy tvrdit, Ze pufr chovani DDAC
ovliviiuje. Hodnoty CMC DDAC ve vodném prostii a v progedi soli jsou tér totoZné,
zatimco v pufrovém progdi dochazi k nepatrnému poklesu hodnoty CMC. &dgmh na to,
Ze kationaktivni DDAC ma dvietézce, Ize tento tenzid srovnavat spiSe s fosfolipidy

5.1.2 CMC DDAC v prostiedi vody, soli a pufru s perylenem
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Graf 3 — Zavislost totalniho integralu na logaritrkancentrace DDAC v prodi vody
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Graf 4 — Zavislost totalniho integrélu na logaritrkancentrace DDAC v progdi 0,15 M
NaCl s perylenem
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Graf 5 — Zavislost totalniho integralu na logaritrkancentrace DDAC v progdi pufru PBS
s perylenem

Grafy zavislosti Graf 3, Graf 4) totalniho integralu emisnich spekter na logaritmu
koncentrace DDAC v progdi vody a soli vykazuji zprvu konstantniipth. Poté nasleduje
strmy lineérni #st, picemz piaseik konstantnicasti a linearé vzristajici ¢asti odpovida
kritické micelarni koncentraci systému. Hodnoty CEMDAC stanovené pomoci perylenu ve
vok a v soli jsou térr stejné.

Hodnota CMC DDAC stanovena pomoci perylenu v pudrovprostedi se mir lisi. Jak
hodnota CMC, tak mibéh zavislosti totélniho integrélu na logaritmu komicace DDAC
(Graf 5), ndm potvrzuje odliSné chovani DDAC v ptesti pufru. Dvouzlomova vistajici
linearni kivka v grafu 5 ukazuje zémy v systému, které jsou nejspiSeiggbeny zrdnou
tvaru agregdt DDAC. Obdobné chovani DDAC v pufru bylo zaznamenataktéz
pii stanoveni hodnoty CMC DDAC pomoci pyrenu. HodnGijC s perylenem jsou uvedeny
v Tabulce 2

Tabulka 2 — Hodnoty CMC DDAC viznych prostedich stanovené pomoci perylenu

pri 25 °C
Prostiredi CMC [mM] ¢ DDAC [mM]; druhy zlom
voda 0,059 + 0,005 —
0,15 M NaCl 0,058 + 0,003 —
pufr PBS 0,041 + 0,003 0,873 £ 0,008
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5.2 Stanoveni CMC Tritonu X-100
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Graf 6 — Zavislost ExPI a pafru Ex:Mo na logaritmu koncentrace Tritonu X-100
v prostedi vody s pyrenem
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Graf 7 - Zavislost totélniho integralu na logaritrkancentrace Tritonu X-100 v prosti
vody s perylenem

Kriticka micelarni koncentrace Tritonu X-100 v piiesli vody byla stanovena
pomoci pyrenu a perylenuGraf 6 znazotiuje zavislost excitniho polaritniho indexu
a pongru Ex:Mo na logaritmu koncentrace Tritonu X-100 y@gmem, kde stanoveni CMC

bylo provedeno standardnim postupem. Déle bylackétmicelarni koncentrace stanovena

v prostedi 0,15 M NaCl a pufru PBS, kde jako fluorestcensonda byl pouZit perylen.
U neionogenniho Tritonu X-100 byla hodnota CMC welvém prosedi nepatré vyssi, nez
hodnoty CMC stanovené v soli a pufrliapulka 3.
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Tabulka 3 —Hodnoty CMC Tritonu X-100 pomoci pyramerylenu pi 25°C

Fluorescertni sonda Prostedi CMC [mM]
pyren voda 0,327 + 0,003
perylen voda 0,278 =+ 0,004
perylen 0,15 M NaCl 0,201 + 0,009
perylen pufr PBS 0,190 = 0,002

5.3 Agregaéni chovani systému Triton X-100 — DDAC
5.3.1 ZjiStovani zmény CMC Tritonu X-100 s piidavkem DDAC

25
&
T+ & =—+4 & Triton

27 A Triton-DDAC
3 15
L

1 _

075 T T T T T T T T
-3 2,5 -2 1,5 -1 0,5 0 0,5 1 15

log ¢ [mMM]
Graf 8 — Zavislost ExPI systému na logaritmu kome@ee v prostedi vody s pyrenem

Graf 8 poukazuje na porovnani systému Tritonu X-100 be#idavkem DDAC. Kivka
systému ionogenni-neionogenni tenzid vykazuje sigmiotvar, ale oproti samostatnému
Tritonu X-100 ma pozvok)sSi pribe¢h. V pripact samotného Tritonu X-100 ve vodném
prostedi je zlom sigmoidnifivky 0 mnoho strmyjSi, nezli Triton X-100 s fidavkem DDAC.
To znamend, Ze wipad Tritonu X-100 bez DDAC dochazi k tvarbmicel v uzsim
koncentrgnim rozsahu. Oproti tomu v systému ionogenniho ianogenniho tenzidu ve
vodném prosedi probiha micelizace v SirSim koncetitrian rozmezi. Hodnotu nizSiho
excitatniho polaritniho indexu nejspiSe (®obuje pidavek kationativniho DDAC
k neionogennimu Tritonu X-100, kde ma nejspiSe vistruktura kationaktivniho DDAC.
Dost pravdpodobré dochéazi k tvor® smésnych micel ionogenniho a neionogenniho tenzidu,
coz vys¥tluje i rozdilna hodnota kritické micelarni koncextte Tabulka 4). Hodnoty CMC
bez/s pidavkem ionogenniho DDAC jsou od sebe vzdalefiglipné o jeden koncenttai
fad. Fakt, Ze fidavek DDAC zfisobil snizeni CMC, znamena, Zze DDAC indukuje tvorbu
agregat uz @i nizSich hodnotach koncentrace Tritonu X-100.
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Tabulka 4 — Hodnoty CMC Tritonu X-100 a systémtohrX-100 — DDAC v progtdi vody
stanovené pomoci pyrent g5 °C

Systém CMC [mM]
Triton X-100 0,327 £ 0,003
Triton X-100 — DDAC 0,047 £ 0,007

5.3.2 ZjiStovani agreg&niho ¢isla systému Triton X-100 — DDAC
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Graf 9 — Zavislost logaritmu pafru intenzit fluorescence pyrenu bezigdavkem zhage
na koncentraci zh&3Se CPC pro systém Triton X-100 — DDAC

Agregahni ¢islo systému Triton X-100 — DDAC bylo deno pomoci zhaSeni fluores¢an
sondy s amfifilnim zhasem. Graf 9 znazotiuje zavislost firozeného logaritmu®, /® na
koncentraci zhage CPC. Kivka prochazi bodem 0, je proloZena linearni rdgaeg grafu
jsou vyobrazeny ifslusejici rovnice a hodnoty spolehlivosti. PomrdtaSeni bylo agregai
¢islo stanoveno na hodnotu 49,44 Samotného Tritonu X-100 je 120, takze Ize tvrdé, Z
s piidavkem kationaktivniho DDAC se pet molekul PAL na jednu micelu snizZi vic nez
o polovinu.

Tabulka 5 — Stanoveni agregdho cisla

Systém Prostedi Agregahni ¢islo
DDAC — Triton X-100 voda 40
Triton X-100 voda 120 [28]
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5.4 Studium agregace systému sijfdavkem PSS
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Graf 10 — Zavislost ExPI na logaritmu koncentracgéohu X-100 bez/ sifidavkem PSS
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Graf 11 — Zavislost EmPI na logaritmu koncentradeAl s gidavkem PSS (1 g.dM)
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Graf 12 — Zavislost ExPI na logaritmu koncentragstému Triton X-100 — DDAC
s pidavkem PSS (1 g.dh). Koncentrace Tritonu X-100 se’nila v rozmezi 0,0025 — 3 mM,
koncentrace DDAC byla konstantni 0,042 mM
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Graf 13 — Zavislost poenu Ex:Mo na logaritmu koncentrace systému
Triton X-100 — DDAC ssidavkem PSS (1 g.df). Koncentrace Tritonu X-100 se’nila
v rozmezi 0,0025 — 3 mM, koncentrace DDAC bylatkoisi 0,042 mM

Graf 10 zobrazuje zavislost excttaiho polaritniho indexu na logaritmu koncentrace
Tritonu X-100 bez/s ipdavkem polyelektrolytu PSS. ikky dle oiekdvani vykazuji
sigmoidni tvar. Hodnoty CMC bez/sigavkem PSS se od sebe liSi velmi malo, ale |adittvr
Ze pitomnost PSS zvySuje agrégé koncentraci Tritonu X-100. Hodnoty excitaho
polaritniho indexu fed zlomem jsou od sebe vzdalenybfizné o jednotku na osg, coz
zpasobil pridavek polyelektrolytu k neionogennimu Tritonu XO1®/ systému neionogenniho
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tenzidu bez fidavku polyelektrolytu méikvka strm¥jSi pribéh, coZ znéi rychlejsi tvorbu

micel. Lze tedyict, Ze v systému neionogenni tenzid — polyelektrdbchazi k velmi slabé
vzajemné interakci, ovSem nejspiSe se formovani étgmv Fitomnosti PSS neastni

vSechny molekuly neionogenniho tenzidu.

Z grafu 11 je patrné, Ze kationaktivni DDAC wipomnosti PSS interagoval s timto
polyelektrolytem a to za vzniku precipiiat) systému ionogenni tenzid — polyelektrolyt tedy
nebyla stanovena hodnota kritické micelarni koneeet, jelikoZz vzorky s precipitatem byly
nentiitelné Eriloha 1).

Grafy 12,13zobrazuji kivky systému ionogenni tenzid/neionogenni tenzilyigektrolyt.

Z grafu 12 vyplyva, Ze ied prvnim zlomem dochazeldgvazré k interakci PSS s DDAC,
coz zn&i hodnoty excitaniho polaritniho indexu. Hodnoty ExPI Tritonu X-16Qridavkem
polyelektrolytu PSS totiz vykazuji mnohem vysSi hoty. Zavislost Ex:Mo na logaritmu
koncentrace (graf 13) taktéZz ukazuje, Ze v syst@imuna z&atku byly gitomny agregaty,
které nejspiSe odpovidaji &aajici tvortd precipitatt DDAC s PSS. Prvni zlom odpovida
kritické agregaéni koncentraci a druhy zlom odpovida kritické méeal koncentraci systému.
CAC je pro polyelektrolytem indukované agregatyekidm CMC je koncentrace, kdy je
polyelektrolyt agregaty vysycen a vznikaji volnécely. Otazkou je, zda volné micely
Tritonu X-100 nebo s¥sné micely Tritonu X-100 a DDAC. Inflexni bod drdtwézlomu se
velmi blizi hodnat CMC v systému Tritonu X-100-PSS, coz &haze druhy zlom byl
ovlivnén prevazre Tritonem X-100. Po druhém zlomu nasleduje pln&ilsitzace sondy.
V tomto systému {sobil neionogenni tenzid Triton X-100 jako stalditar systému.
Komplexre Ize tvrdit, Ze systém ionogenni — neionogenniiterzolyelektrolyt interagoval.

Tabulka 6 — Porovnani hodnot CMC systénprostedi vody stanovené pomoci pyrenu
pri 25°C

Systém CMC [mM] CAC [mM]
Triton X-100 0,327 +£ 0,003 —
Triton X-100 — PSS 0,196 + 0,003 —
DDAC - PSS vznik precipitét —
Triton X-100 — DDAC 0,047 + 0,007 -
Triton X-100 — DDAC - PS$ 0,219 + 0,007 0,046 + 0,009

Obrazek 16 — Interakce polyelektrolytu a tenzidrj [2
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5.5 Studium agregace systému sijfdavkem hyaluronanu ve vod
5.5.1 S pifidavkem 0,3 MDa HyA
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Graf 14 — Zavislost ExPI na logaritmu koncentragstému Triton X-100 — DDAC
s pfidavkem 0,3 MDa Hy. Koncentrace Tritonu X-100 grila v rozmezi 0,0025 — 3 mM,
koncentrace DDAC byla konstantni 0,042 mM
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Graf 15 — Zavislost EmPI a penu Ex:Mo na logaritmu koncentrace systému
Triton X-100 — DDAC s#fidavkem 0,3 MDa Hya. Koncentrace Tritonu X-100 &eila
v rozmezi 0,0025 — 3 mM, koncentrace DDAC bylatkoisi 0,042 mM
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5.5.2 S pridavkem 1,46 MDa HyA
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Graf 16 — Zavislost ExPI na logaritmu koncentragstému Triton X-100 — DDAC
s pfidavkem 1,46 MDa HyA. Koncentrace Tritonu X-10én&eila v rozmezi 0,0025 — 3 mM,
koncentrace DDAC byla konstantni 0,042 mM

Agrega&ni chovani systému ionogenniho — neionogenniho idenzs gidavkem
nizkomolekularniho a vysokomolekularniho hyalurangm zobrazeno grafech 14-16 Do
systému byl fidavan hyaluronan o molekulovych hmotnostech 0,3aViD1,46 MDa. Ani
jeden z vySe uvedenych giiahevykazuje dvouzlomovy charakterfigemz Kivky bez
piitomnosti HyA i v gitomnosti HyYA maji podobny sklon. Proces micelizaedy nebyl
ovlivnén piidavkem nizkomolekularniho ani vysokomolekularniinyaluronanu. Lze tedy
konstatovat, Ze molekulovd hmotnost hyaluronanunadodnotu CMC systému minimalni
vliv. Hodnoty CMC jsou uvedeny tabulce 7 ze které je patrné, Ze nedochazi k zadnym
vyznammjSim rozdiim mezi jednotlivymi systémy.fRomnost, & uZz nizkomolekularniho
nebo vysokomolekularniho hyalurononanu, mirovliviiuje hodnotu polaritniho indexu.
V grafu 15 stoji za povSimnuti zavislost pém Ex:Mo na logaritmu koncentrace, ze kterého
vyplyva, Ze jiz ve velmi nizkych koncentracich €ysti se zé&naji tvait agregéty, které
nejspiSe odpovidaji interakci DDAC s HyR#Aloha 2).

Tabulka 7 — Porovnani hodnot CMC systému s HyA ostfadi vody stanovené
pomoci pyrenuf 25 °C

Systém CMC [mM]
Triton X-100 — DDAC 0,047 + 0,007
Triton X-100 + 0,3 MDa HyA 0,033 + 0,004
Triton X-100 + 1,46 MDa HyA 0,061 + 0,004
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6 ZAVER

V této bakaléské praci byla provedena literarni reSerSe na téniarakce mezi
polyelektrolytem a povrchav aktivnimi latkami pomoci fluorescéni spektrofotometrie.
Bylo zjisttno, Ze v pipact kationaktivnich tenzidl s pidavkem polyelektrolytu sigmoidni
kiivky vykazuji dvouzlomovy charakter. Déle byla n&&e zandfena na studium interakce
mezi nativnim hyaluronanem a tenzidy s ohledem ma&m@ vyuZiti jako cileného ndési
|ECiv.

Experimentélni ¢ast prace je zathena na vyzkum interakci v systému ionogenni
tenzid/neionogenni tenzid/polyelektrolyt pomoci oflescetini spektrofotometrie. Jako
ionogenni tenzid byl pouZit kationaktivni didecyfdithylamonium chlorid, neionogenni
tenzid zastupuje oktylphenol ethoxylat a jako pliggrolyt byl v prvnicasti prace pouzit
poly(4-styrensulfonat) sodny. V drultésti byl systém ionogenniho tenzidu a neionogenniho
tenzidu zkouman sifdlavkem nativniho hyaluronanu o dvou molekulovyahomostech
(0,3 MDa HyA, 1,46 MDa HyA). Doplujicim experimentem bylo stanoveni agregho
¢isla systému ionogenni tenzid/neionogenni tenzidqm metody zhaSeni fluorescence. Jako
zhasé& byl pouzit cetylpyridium chlorid a jako zhaSenélekula pyren.

Nejprve byly provedeny zakladni experimenty s kakiivnim DDAC a neionogennim
Tritonem X-100. Byla stanovena kritickd micelarrinkentrace DDAC v prostdi vody,
0,15 M NaCl a pufru PBS pomoci pyrenu a perylenko jdluorescennich sond. Bylo
Zjisténo, Ze ke zéné CMC DDAC dochazelo pouze v pufrovém piesti. Sigmoidni kvka
DDAC v pufru vykazovala dvouzlomovy charakter, Kol druhy zlom nejspiSe apoben
zmeénou konformace agregatDDAC. V piipad neionogenniho Tritonu X-100 nebyly
pozorovany zadné vyraggi zmeny CMC Tritonu X-100 ani v jednom prdetli.

Agreg&ni chovani systému ionogenni tenzid/neionogenni ziden s gidavkem
polyelektrolytu PSS bylo zkoumano ve vodném geatit pomoci pyrenu jako fluorescen
sondy. Bylo zji&no, Ze vtomto systému dochazelo kinterakcim, qudtvrzuje
i dvouzlomova sigmoidnifikvka. Prvni zlom sigmoidnifikvky odpovida kritické agregai
koncentraci systému a druhy zlom odpovidé kritickéelarni koncentraci systému.

V posledni ¢asti této bakai&ké prace bylo zkouméano agrégi chovani v systému
ionogenni tenzid/neionogenni tenzidigdpvkem nizkomolekularniho a vysokomolekularniho
nativniho hyaluronanu. Tyto experimenty byly taktpiovadny ve vodném progdi
s pouziti pyrenu jako fluoresc&m sondy. Bylo shledano, zéigavek hyaluronanu nema na
hodnotu CMC systému ionogenni tenzid/neionogenmnizide vyznamny vliv. Dale lze
konstatovat, Ze molekulovA hmotnost nativniho hyalanu minimald ovliviiuje hodnotu
CMC systemu.

Lze konstatovat, Ze zadané cile bakskté prace byly spémy. Tato prace poskytla SirSi
piehled o agregmim chovani v systému ionogenni tenzid/neionogeéanzid s pidavkem
polyelektrolytu PSS a také nativniho hyaluronanwa provedené experimenty bycéia
navazat dalSi prace, ktera bude blize studovatsyss ohledem na mozné vyuZiti jako cilené
noske I&iv.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

8.1 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

CAC kritick&4 agregani koncentrace

CMC kriticka micelarni koncentrace

CPC cetylpyridium chlorid

CTAC cetyltrimethylamonium chlorid

DDAC didodecyldimethylamonium chlorid

DDAB didodecyldimethylamonium bromid

DTAB didodecyltrimethylamonium bromid

DTAC didodecaltrimethylamonium chlorid

EmPI emisnlgrsani index; pondr intenzit fluorescence prvniho
fattho maxima emisniho spektra

ExPI exciténi polaritni index; porr intenzit fluorescenceip

vinovych délk&dch 333 nm a 338 nm exaitido spektra
Ex:Mo pongr intenzity fluorescence excimeru (470 nm) ku izigh
fluorescence monomeru (373 nm) z emisniho spektra

HyA hyaluronan

NaCl chlorid sodny

PAL povrcho¥ aktivni latka

PSS poly(4-styrensulfonat) sodny

SDS dodecylsulfat sodny

Triton X-100 oktylphenol ethoxylat

8.2 Seznam symbai

C koncentrace latky

¢.S. ¢islo Sarze

Da 1 dalton = 1 g.mdl

l1 hodnota intenzity fluorescence prvniho maxima ethisn

spakpyrenu

I3 hodnota intenzity fluorescena@tiho maxima emisniho spektra
pyrenu

le hodnota intenzity fluorescence excimeru emisniteksp
pyrenu

Kq bimolekularni zhaseci konstanta

K Stern-Volmerova konstatna

kDa kilodalton, 1&g.mol*

MDa megadalton, £ay.morl*

M mol.dm?®

My molarni hmotnost

Nagg agregani ¢islo

[Q] koncentrace zhase

So zakladni stav molekuly
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S

SIS

o

prvni excitovany singletovy stav molekuly
prvni excitovany tripletovy stav molekuly
doba Zivota excitovaného stavu béizgmnosti zhase

kvantovy vygZek v Fitomnosti zhaSee

kvantovy vyg&Zek bez pitomnosti zhase
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9 PRILOHY
9.1 Priloha 1

Priloha 1 — Vznik precipitdtv systému DDAC — PSS v presti vody
9.2 Priloha 2

gy - T~

R ———

Priloha 2 — Vznik srazenin v systému Triton X-10(DAD — 1,46 MDa HyA
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9.3 Priloha 3

Tabulka 8 — Hodnoty CMC DDAC stanovené pomoci pyrperylenu a nilskéervere jako

fluorescenich sond

Fluorescertni sonda Prostedi CMC [mM]
voda 0,050 + 0,002
pyren 0,15 M NaCl 0,047 + 0,001
pufr PBS 0,018 + 0,002
voda 0,059 + 0,005
perylen 0,15 M NaCl 0,058 + 0,003
pufr PBS 0,041 + 0,003
voda 0,085 + 0,004
nilskacervei 0,15 M NaCl 0,073 + 0,003
pufr PBS 0,064 + 0,009
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