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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se veénuje podminkdm fazové separace za nizkych koncentraci
v systému polyelektrolytu  (hyaluronanu  sodného) a  kationaktivniho  tenzidu
cetyltrimethylamonium bromidu. Separovana faze byla studovana pomoci fluorescencniho
meéfeni, s pouzitim Nilské ¢ervené jako fluorescencni sondy a byly také stanoveny reologické
vlastnosti provedenim frekvencnich a tokovych testii. Dale bylo sledovano chovani vzniklého
mikrogelu v prostfedi NaCl.

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with conditions of phase separation in system of polyelectrolyte
(sodium hyaluronate) and cationic surfactant (cetyltrimethylammonium bromide). Separated
phase was studied by fluorescence measurement with Nile red as a fluorescence probe and there
were also specified rheological properties using flow tests and frequency oscillatory tests.
Behaviour of separated microgel was also observed in solution of NaCl.
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1 UVOD

Kyselina hyaluronova je jednim z nejdilezitéjSich polymert v lidském téle. Tvoii jednu
z hlavnich sloZzek mezibunécné hmoty, je soucasti kiize, pojivovych, epitelialnich a nervovych
tkani. Hydrogely pfipravené z kyseliny hyaluronové, vhodné voleného tenzidu
a fyziologického roztoku se v praxi osvédCily v regenerativni medicingé, v piipravcich
pro hojeni ran a popalenin, v obvazech s vysokou absorpcni schopnosti, pii 1écbé kloubti nebo
jako scaffoldy ve tkanovém inzenyrstvi. Vyuzivaji se i v dermatologické 1é¢bé, jelikoz jsou
schopny dodat hydrofobni 1ék i do hlubsich vrstev kiize, jsou soucasti injekci pro estetickou
medicinu a pecujici kosmetiky. Také cileni 1éCiv je velka otazka posledni doby, a hyaluronan
v plasti polymernich micel mize dobfe slouzit k cileni molekuly do tkani, které jsou na jeho
navazani nadmérné citlivé, coz se tykd mimo jiné tkani bohatych na patologické
CD44 receptory.

Prace si klade za cil navazat na dosud provadény vyzkum v oblasti interakce tenzidu
s hyaluronanem na fakulté chemické VUT v Brné a rozsifit poznatky, které ptineslo dosavadni
zkoumani téchto systému. Interakci ve zminénych systémech a testovani vlastnosti vzniklych
gell je vénovana pozornost mnoha védeckych skupin, jelikoz potencialni vyuziti t€chto latek
je siroké. Mnohé aplikace se jiz dostaly do praxe, avSak rozsahlé praktické a komer¢ni vyuziti
je do jist¢ miry omezeno také vysokymi vyrobnimi naklady. Pfipravené mikrogely by
mohly najit vyuziti napiiklad ve farmaceutickych aplikacich, kde je zadouci pred aplikaci
ptipravku vytvofit rovnomérnou jemnou disperzi s terapeutickou koncentraci 1écivé latky. Po
zhodnoceni vysledki méfeni budou vlastnosti takto pfipravenych mikrogeli porovnany
s vlastnostmi klasickych makrogela a bude uréeno, zda Ize tyto systémy povazovat za stejné,
ptipadné jak se jejich vlastnosti lisi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Disperzni soustavy

Disperzni soustava je termodynamicky systém, ktery je tvofeny casticemi rozptylenymi
v disperznim prostiedi, vétSinou se jedna o viceslozkové systémy, slozené ze vzajemné
nemisitelnych fazi. RozlisSujeme analyticky, koloidné a hrubé disperzni systémy.

Koloidné disperzni systémy jsou takové, kde nalezneme koloidni Castice o velikostech
1 nm — um. Disperzni prostredi 1 disperzni podil jsou zde spojité a jejich charakteristickou
vlastnosti je tvorba gelt [1, 2].

Koloidn¢ disperzni systémy zahrnuji [1]:
koloidni disperze — nestadlé, samovolné zanikajici heterogenni systémy. Disperzni podil
a prostiedi prestavuji dvé rizné faze, oddélené fazovym rozhranim. Jejich prehled je uveden

v Tabulce 1.

koloidni roztoky — homogenni koloidni systémy, kde disperzni podil a prostiedi tvoii jednu fazi.
Jsou to pravé roztoky makromolekul, stalé, vzniklé samovolnym rozpousténim.

miceldrni koloidy —vznikaji samovolnou reverzibilni asociaci nizkomolekularnich latek

s amfifilni strukturou v pravém roztoku. Mezi molekulami v roztoku a asociaty se ustavuje
rovnovaha, systémy jsou termodynamicky stabilni.

Tabulka 1: Koloidni disperze [1]

KOLOIDNI DISPERZE 10° < d < 10 m

e disperzni ¢astice jsou monomolekularni

. . , o . . .

roztoky makromolekul vznik samovolnym rozpousténim, kterému predchazi
bobtnani

¢ jsou homogenni

e disperzni Castice jsou polymolekularni
asociativni koloidy ¢ vznik asociaci z pravych roztokt amfifilnich molekul
e jsou stabilni v ur¢itém rozmezi podminek

e disperzni Castice jsou polymolekularni

e vznik z hrubych disperzi umélym dispergovanim nebo
heterogenni koloidy z pravych roztok'u sraz‘emm n'a castice koloidni velikosti
e nestalé, koaguluji, sedimentuji
e heterogenni, velka plocha fazového rozhrani, stoupa

se stupném disperzity




2.2 Amfifilni latky

Schopnost tvofit micely je podminéna specifickou strukturou molekul. Je nutné, aby
v roztoku byly pfitomné tzv. amfifilni molekuly, coz jsou povrchové aktivni latky (PAL),
nesouci na jedné strané fetézce skupiny s velkou afinitou k vybranému rozpoustédlu a na strané
druhé skupiny v daném prostiedi nerozpustné. Aby dochazelo k asociaci, musi mit povrchoveé
aktivni latky navic dostatecné dlouhy uhlovodikovy fetézec [1].

Dle schopnosti disociovat ve vodném roztoku délime povrchové aktivni latky na [3]:

Neionogenni — v roztocich nedisociuji, afinitu zde zpisobuji polarni neionogenni skupiny
(hydroxylové nebo esterové), nepolarni ¢ast molekul jsou v tomto pfipadé derivaty mastnych
kyselin.

Aniontové — disociuji na povrchové aktivni anionty. Jde o soli vysSich mastnych kyselin, kde
skupina —COO je piicinou rozpustnosti, a uhlovodikovy fetézec zde predstavuje cast schopnou
asociace.

Kationové — disociuji za vzniku povrchové aktivnich kationtd, vétSinou obsahuji kvartérni
dusikovy atom nesouci kladny naboj (hovotime pak o kvartérni amoniové soli). Vynikaji svym
antimikrobialnim uc¢inkem, a proto se vyuzivaji jako dezinfek¢ni a antiseptické latky (vytvareji
adsorpCni vrstvy na burikach mikroorganismu a tim narusuji jejich metabolické funkce).

Zvlastni skupinou jsou amfoterni PAL, kde je naboj micely zavisly na pH. Soucasna
pfitomnost aniontovych a kationtovych PAL v roztoku neni mozna, jelikoz dochazi ke tvorbé
velmi slabé disociujici soli o velké molarni hmotnosti, ktera je téméf nerozpustna. Mezi PAL
rozpustné ve vodé radime mydla, detergenty a tenzidy [1, 3].

2.2.1 Tenzidy

Tenzidy jsou organické latky s Sirokym spektrem vyuziti, uplatiuji se pfi vyrobé
kosmetickych piipravki, detergentt, v primyslu vyroby celulozy a papiru a v neposledni fadé
pfi organickych syntézach. V aplikacich je vyuzivano povrchové aktivity tenzidl, jelikoz
snizuji povrchové napéti na fazovém rozhrani latek, a tak je umoznéna dispergace
nemisitelnych fazi (bud’ docCasné — pii myti a prani anebo trvale, napt. u vyroby emulzi). Aby
v kapalin€é mohlo dojit k dispergaci druhé faze, je treba vynalozenim préace (tfepanim,
michanim) zvétsit fazové rozhrani. Tenzidy snizuji praci potiebnou ke zvétSeni fazového
rozhrani, jejich ucinek je fyzikalné chemické povahy a tenzid se tedy pfi procesu chemicky
nemeéni [1, 3, 4].



Cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB) je kationovy tenzid, jde o kvartérni amoniovou
slouceninu (struktura viz Obrazek 1). Byva slozkou povrchovych antiseptik, je ucinnym
¢inidlem proti bakteriim a houbam, ve vysokych koncentracich je vSak toxicky. Desinfek¢ni
vlastnosti jsou vyuzivany pfi pfipravé hojivych hydrogeld na bazi CTAB a hyaluronanu [3, 5].

N
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Obrazek 1: Struktura molekuly CTAB

2.3  Vznik micel

Proces micelizace (viz Obrazek 2) je samovolny, Gibbsova energie je mensi nez 0, aby doslo
k formovani micel, musi byt v roztoku dosazeno kritické micelarni koncentrace (CMC).
Pod hodnotou CMC je povrchové aktivni latka v roztoku pouze ve formé volnych molekul,
CMC je tak jinymi slovy nejvys$si mozna koncentrace, kdy se povrchové aktivni latka nachéazi
v roztoku jesté v iontové formé. Pro rizné PAL kolisa hodnota kritické micelarni koncentrace
v rozmezi fadové 107 az 10 mol'dm™. Hodnota je zavisla na délce a struktute uhlovodikového
fetézce PAL a na vlastnostech pfitomné hydrofilni skupiny. U ionogennich PAL klesa s rostouct
délkou uhlovodikového fetézce a je také ovlivnéna pritomnosti dalSich latek v roztoku.

Ve ziedénych roztocich (pokud je dosazeno CMC) vznikaji malé micely, kulovité agregaty
PAL, jejichz uhlovodikové fetézce tvori jadro micely a polarni skupiny sméfuji ven. S rostouci
koncentraci se zvétSuje rozmér micel a uhlovodikové fetézce se postupné orientuji vzajemné
rovnobézné. Velikost a tvar micel zavisi na koncentraci, teploté, pH, slozeni a molekularni
struktufe PAL [1, 6].

FFEN
o
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koncentrace tenzidu v roztoku >

Obrazek 2: Formovani micel v roztoku [7]



2.4  Solubilizace

Schopnost rozpustit latky, které jsou v ¢istém disperznim prostiedi nerozpustné, za vzniku
koloidnich roztokti oznaCujeme jako solubilizaci. Mechanismus tohoto procesu vychazi
z polarity disperzniho prostfedi. Nepolarni latky vstupuji do jadra micel (dojde ke zvétSeni
hydrofobniho jadra a narastu hmotnosti micel povrchové aktivni latky), solubilizace polarnich
latek probiha na povrchu micel nebo v jeho té€sné blizkosti.

Této vlastnosti se vyuziva mimo jiné ve farmaceutickém prumyslu, pro pievedeni Spatné
rozpustnych 1éCiv do rozpustné formy. Konkrétn€é u hydrogelt je snaha solubilizovat
do struktury hydrofobni 1éciva [1-3].

2.5 Hyaluronan

Hyaluronan, je nevétveny polysacharid, nesulfatovany glykosaminoglykan. Je slozen
z disacharidovych jednotek kyseliny D-glukuronové a N — acetyl-D-glukosaminu, stfidave
vazanych B-1,4 a B-1,3 glykosidickymi vazbami (viz Obrazek 3). Chemicka struktura
zékladniho disacharidu tvoriciho hyaluronan byla objevena v roce 1954 a bylo také zjiSténo,
ze tato molekula je stabilizovana na zakladé elektrostatickych interakci. Axialni vodiky
v molekule tvoii nepoléarni, hydrofobni ¢ast a ekvatorialni bocni fetézce jsou polarni, hydrofilni
casti molekuly.

Tento polysacharid je v prirodé pritomen ve formé soli, kyselina totiz velmi rychle
degraduje a jeji roztok je velmi kysely, proto ji za fyziologickych podminek nenalezneme.
Kyselina hyaluronova i jeji sodna sil jsou rozpustné ve vodé, kde disociuji na stejny anion,
takze v kone¢nych aplikacich jde o zcela stejnou molekulu [8—10].

_ - _
o OH
o
- O HO 0 .
HO O -
OH NH
u cfl\ |,

Obrazek 3: Strukturni vzorec hyaluronanu sodného

2.5.1 Prumyslova vyroba hyaluronanu

Od roku 1934, kdy byl hyaluronan poprvé izolovan ze sklivce hovézich oci, byly
v nasleduyjicich letech vyuzity jako zdroje této latky kouhouti hiebeny, prase¢i kize, ocni
sklivce nebo streptokokové bakterie. V soucasné dobé€ se ziskava technologicky narocnym
procesem z bunécnych stén bakterii Streptococcus zooepidemicus, které jsou zbaveny vSech
patogent a nepiedstavuji zadné riziko pro ¢lovéka a piirodu [8].
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2.5.2 Vyznam v organismech a i¢inky na hojeni ran

Hyaluronan se jako soucast téla nachazi v mezibunécné hmoté, ve zvysené koncentraci jej
najdeme v o€ich, kizi ¢i v kloubni tekutiné. Diky jeho biokompatibilité je vyuzivan v kosmetice
a farmaceutickém pramyslu. Biologické ucCinky a konkrétni vyuziti pfipravki na bazi
hyaluronanu jsou ovlivnény jeho molekulovou hmotnosti; naptiklad pii aplikacich na kizi je
vhodny hyaluronan o nizsi molekulové hmotnosti, jelikoz jeho mensi molekuly proniknou
pokozkou vyrazné 1épe. Do struktury hydrogelu pfipraveného na bazi hyaluronanu lze zahrnout
bunky, vlakna, mikrocastice, nanocastice nebo aktivni chemické ¢i biologické latky.
Hyaluronanové hydrogely a jejich rezidua jsou biokompatibilni, biologicky odbouratelné,
nezpusobuji cytotoxickou reakci, a tak je mozno také formovat gely in situ.

Pokud dojde k poranéni, slozky extracelularni matrix (ECM) jsou poskozeny nejen
mechanicky, ale také bakteriemi a vlastnim imunitnim systémem. Hyaluronan je jednou
z prvnich slozek, ktera je v misté zranéni syntetizovana. Dochazi ke Sté€peni molekul
hyaluronanu na kratké fragmenty o nizké molekulové hmotnosti, které aktivuji imunitni bunky,
a tak ovliviiuji zanét — prvni fazi procesu hojeni a soucasné aktivuji bunky zodpovédné
za regeneraci. Druhou tlohou hyaluronanu je zajisténi vlhkého prostiedi v rané, ¢imz podporuje
syntézu dalSich slozek pojivové tkané a mnozeni bunék. Konkrétni funkce hyaluronanu je
zavisla najeho molekulové hmotnosti. Molekula s hmotnosti pod 200 kDa funguje jako signalni
molekula, zatimco hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti plni funkci pifi organizaci
extracelularni matrix, kde tvofi sitovitou strukturu. Diky této schopnosti mize interagovat
s proteoglykany, proteiny a bunécnymi receptory a je zodpovédny za spravnou organizaci
kolagenovych vladken a mikrofibril. Interakce s bunénymi receptory (CD44, RHAMM)
umoznuje zaclenovat jednotlivé buiiky do ECM a soucasné se i podilet na migraci bunék, které
migruji podél vlaken hyaluronanu. Spole¢né s proteoglykany (které rovnéz obsahuji anionické
polysacharidy) ma velkou afinitu k vodé, a tak hydratuje ECM, coZz usnadiiuje volny prachod
zivin a kysliku a nebrani signalnim buiikdm v pohybu tkani [8—10].

2.6 Gely

Disperze tuhych latek v kapalinach maji schopnost gelatinizovat. Gely jsou systémy tvorené
trojrozmérnou siti, tvorici souvislou strukturu, prostupujici celym disperznim prostfedim.
Okamzik, kdy se v systému objevi trojrozmeérna sit, je oznaCovan jako bod gelace. Dusledkem
sitového usporadani maji gely mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhy stav, i pokud je
disperzni prostfedi kapalné — disperzni Castice jsou v prostfedi poutany adheznimi silami
a nemohou se v ném nezavisle voln€ pohybovat. Systém, kde je disperzni prostfedi kapalné,
se oznaCuje jako lyogel a odstranénim disperzniho prostfedi (vysusenim lyogelu) vznika
xerogel [1].
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Podle chovani v suchém stavu rozliSujeme [1]:

gely reverzibilni — vysouSenim zmensuji objem a bobtnanim (pfijiméanim disperzniho prostiedi
zpét) mohou prechazet do puvodniho stavu. Jejich struktura je tvofena siti makromolekularnich
fetézcu spojenych v uzlovych oblastech.

gely ireverzibilni — ve vysuseném stavu maji stejny objem jako pavodni lyogel, ale jsou porézni.
Pii kontaktu s disperznim prostfedim mohou kapalinu sorbovat, ale zpétné nevznika lyogel,
pfeména je nevratna. Vznikaji gelaci lyofobnich sold.

Oba zminéné typy gelt podléhaji starnuti. Jelikoz tyto systémy nejsou v termodynamické
rovnovaze, dochazi k tomuto jevu samovolné. Sitova struktura gelu se smrstuje a ¢ast gelem
ptijaté kapaliny je vytlaCovana ven. Tento jev se oznacuje jako synereze.

2.6.1 Vznik gelu

K procesu gelace muze dojit [1]:

chemickou raeakci — poskytuje kovalentné sitované gely, které po prekroceni kritické hodnoty
napéti podlehnou trvalé deformaci.

zménou fyzikdlnich podminek (zménou pH, iontova sila, sila rozpoustédla) — vznikaji fyzikalné
sifované gely, useky polymernich fetézct se spojuji pomoci fyzikalnich sil

Gel muze také vznikat bobtnanim xerogelu. Pokud toto bobtnani neni zastaveno, vznika sol,
coz je koloidni suspenze, kterou je mozno preménit na gel.

2.7 Reologie

Reologie, obor na hrané mechaniky a fyzikalni chemie, studuje tok a deformaci hmoty
vyvolané vlivem vnéjS§ich mechanickych sil. Stanovuje vztah mezi napétim, deformaci
arychlosti deformace pro jednotlivé latky. Jelikoz tyto parametry nelze stanovit presné,
reologie zavadi modely vystihujici charakter deformacniho chovani raznych skupin
latek [11-14].

RozliSuyjeme tyto typy chovani latek: [1]

Elastické chovdni — je vykazovano tuhymi latkami, kdy u¢inkem sily nastane deformace, ktera
vymizi po jejim odstranéni, vynalozena energie se uklada a po relaxaci latky se uvolni.

Viskozni chovani — charakterizuje jednoduché tekutiny, pusobenim sily hmota teCe a tok

se zastavi, ale po odstranéni pusobici sily se neobrati se, vynalozena energie je disponovana
jako teplo.

12



Viskoelastické systémy — pomezi viskoznich a elastickych latek, vyznacuji se odezvou
na pusobici silu v zavislosti na dobé, po kterou tato sila pisobi. Toto chovani vykazuje fada
koloidné disperznich systému, zejména roztoky polymerd. V téchto systémech plati vztah:

G =G +iG" (1)

ve kterém G"je komplexni modul, obsahujici informace o mechanické odolnosti latky (slozeny
z elastického a viskdézniho modulu). Elasticky modul souvisi se schopnosti télesa uchovat
elastickou energii, tvofi realnou ¢ast modulu G™ a viskozni modul souvisi s deformacni energii,
tvofi imaginarni slozku modulu G*. Z téchto veli¢in uréujeme ztratovy thel 8, vyjadiujici
pomér mezi elastickym a viskdznim modulem dle vztahu:

"

G
tan 6 = — 2)
G’ (

Hodnota ztratového thlu urci charakter zkoumané latky, zda prevazuje elastické nebo viskozni
chovani. Pokud je hodnota O0=45°, nepfevazuje zadna =ze slozek a latka
vykazuje viskoelasticky charakter. V piipadé, kdy o> 45°, prevazuje viskozni slozka a
latka vykazuje viskozni chovani, v opacném pripadé, tedy ¢ <45°, prevazuje elasticka slozka,
latka vykazuje elastické chovani [14, 15].

2.7.1 Newtonovské a nenewtonovské chovani kapalin

Newtonovské kapaliny jsou charakterizovany hodnotou viskozity (mira odporu kapaliny
vuci toku), ta je pro n€ latkovou konstantou. Pfi toku jednoduchych kapalin je rychlost rastu
deformace linearni funkci sily, ktera na kapalinu pasobi. Tuto zavislost vyjadiuje Newtontuv
viskozitni zakon:

T:ﬂ-—:ﬂ'D (3)

kde soucinitel # je dynamicka viskozita, charakterizujici vnitini tfeni newtonské kapaliny,
du je vzdjemna rychlost pohybu smykovych rovin o dx a D je gradient rychlosti (rychlost
deformace, rychlost smyku), ktery charakterizuje tvarové zmény v proudici tekuting.

Jedna se predevsSim o roztoky nizkomolekularnich latek a cisté kapaliny, v takovych
roztocich dochazi pouze k zanedbatelnym interakcim mezi molekulami.

Pokud tato zavislost v kapaliné neplati, jedna se o nenewtonovskou kapalinu, pro kterou
nelze stanovit jedinou hodnotu viskozity a tyto latky maji specifické mechanické
vlastnosti [13, 14].
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Mezi nenewtonovské kapaliny fadime tyto skupiny kapalin [13]:

pseudoplastické — natérové hmoty, roztoky detergentd, taveniny polymert. Pseoudoplastické
kapaliny pfi zvySujici se smykové rychlosti snizuji zdanlivou viskozitu. Tato vlastnost snizuje
energetickou naro¢nost michani a toku téchto latek, coz je technologicky vyhodné.

dilatantni — napt. vysoce koncentrované Skrobové suspenze. Tyto kapaliny se zvySujici

se smykovou rychlosti maji vys§i zdanlivou viskozitu, coz je pro technologické procesy
nezadouci.

plastické — k toku dochazi teprve po piekroceni meze toku. Radi se sem kaSovité suspenze,
napf. vapno ve vodé.

Reologické vlastnosti material(, respektive viskozita, se méfi riznymi typy viskozimetrQ,
napt. pratokovymi, padovymi nebo rotacnimi. Rotacni viskozimetr neboli reometr
(viz. Obrazek 4 a Obrazek 5), je schopen rotujicim senzorem o rizné (vhodné volené) geometrii
meéfeny vzorek deformovat mechanicky, riznou rychlosti a vynalozenim sily. Testovanim
pomoci rotace senzoru ziskame informace o viskozité a tokovych vlastnostech vzorku (tokova
kiivka je zdznam viskozity v zéavislosti na intenzit€ otaCeni meéficiho senzoru). Na vzorek
muzeme také puasobit oscilanim pohybem senzoru a vystupem jsou potom informace
o elasticité vzorku. Porovnanim poméru modulii elastického G’ a viskdzniho G"uréime, zda
jde o material elastického ¢i viskozniho charakteru [11, 12].

a b
(@) - motor (b)
torzni
senzor

torzni
otagivy senzor
vnitrni
valec

torzni

otacivy
vNEjSsi
valec

otaciva
deska

Obrazek 5: Rotacni viskozimetry (a) Couettitv typ, (b) Searleuv typ — kuzel/deska [1]
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2.8 Fluorescence

Pokud excitujeme elektron ze zakladni energetické hladiny So do nékteré z vyssich hladin
zatenim, jde o fotoluminiscencni proces. Podle povahy excitovaného stavu pak rozliSujeme
fotoluminiscenéni procesy na fluorescenci a fosforescenci. Po absorpci kvanta zafeni dojde
k prechodu elektront ze zakladniho do excitovaného stavu (v atomech dochazi k pfesunu
elektronu z valenéniho orbitalu do prazdného orbitalu s vyssi energii; v molekulach excitace
elektronu probiha z orbitalu HOMO do orbitalu LUMO).

Pii fluorescenci molekula nejprve absorbuje zareni urcité vinové délky, dojde k excitaci
a nasledné se vraci do zakladniho stavu, pfitom vyzafi foton — emise zafeni trva fadove 1078 s.
Pokud excitovany elektron pteSel do tripletového stavu Ti, tak dodanim energie se nejprve
dostava do singletového stavu S; a az poté se vraci do zakladniho stavu Sp za soucasného
vyzateni fotonu. Tento pfechod se nazyva zpozdéna fluorescence. Vystupem fluorescencniho
meéfteni je emisni spektrum, tedy zavislost intenzity fluorescence na vinové délce [16—18].

2.8.1 Fluorescencni korelac¢ni spektroskopie

Fluorescen¢ni korelac¢ni spektroskopie je velmi roz§ifena analytickd metoda, zalozena
na sledovani priibéhu intenzity fluorescence, pochazejici z latek difunduyjicich pres velmi maly
pozorovany objem (v fadu femtolitri). Sledovany objem je vymezen fokusovanym laserovym
paprskem. Princip FCS je naznagen na Obrazku 6. Casové fluktuace intenzity fluorescence jsou
zaznamenavany a analyzovany pomoci autokorelacni funkce. Z analyzy téchto fluktuaci lze
ziskat informace o difuznich koeficientech pozorovanych latek, o jejich molekularnim jasu
a koncentraci.

a) b) c)
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Obrazek 6: Schéma principu FCS [19]
a) Epifluorescencni mikroskop b) tvar excitacniho paprsku s naznacenym konfokdlnim objemem

c¢) fluorescencné znaceny vzorek
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Metoda je vysoce citlivda, jelikoz je v kazdém okamziku pozorovano jenom nékolik
fluoroforti, proto nemuze byt provozovana, pokud je roztok piili§ koncentrovany
a v pozorovaném objemu je tedy pfitomno pfili§ mnoho fluoroford. Proces je opakovatelny,
fluorofory lze excitovat opakované, pokud nenastane jev zvany fotovybélovani (nevratné
zniceni excitovaného fluoroforu) [16, 19 ,20].

2.8.2 Fluorescencni sondy

Fluorofor je molekula, kterd po osviceni svétlem urcité vinové délky absorbuje energii
tohoto zafeni a nasledné ji ztrati emisi zafeni o delsi vinové délce. Fluorofory mohou byt vlastni,
ty vykazuji fluorescenci pfirozené (proteiny, redukované formy NADH), nebo nevlastni, které
fluoreskuji az po navazani na vzorek (vSechny fluorescen¢ni sondy a znacky).

Fluorescencni znacky jsou ke vzorku vazany kovalentn€, naopak sondy ke vzorku pouta
nekovalentni vazba. Vhodna volba fluorescencni sondy je klicova pro optimalni vysledy analyz,
jelikoz tyto molekuly jsou vysoce citlivé na zmény prostedi. V soucasné dobé¢ je znamo nékolik
tisic riznych sond, molekuly téchto latek jsou zpravidla planarni s konjugovanymi dvojnymi
vazbami.

Nilska cerven patii mezi Casto vyuzivané fluorescencni sondy (strukturni vzorec viz Obrazek
7). Ve vodném prostiedi je tato sonda nerozpustna, v organickych rozpoustédlech se rozpousti
velmi dobfe. Bézné se vyuziva v biochemii pro studium hydrofobnich domén proteind.
Molekula je vysoce solvatochromni (schopnost ménit zbarveni zavisle na zméné polarity
rozpoustédla) a vinova délka emise a excitace se méni zavisle na polarité rozpoustédla [18, 21].

CHs

)

Obrazek 7: Strukturni vzorec Nilské Cervené
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vyzkum, zabyvajici se systémy polyelektrolyt-tenzid, vychazi zpraci a poznatki
K. Thalberga a B. Lindmana, ktefi se touto problematikou zabyvali uz v 80. letech 20. stoleti.
Jelikoz je tetézec hyaluronanu negativné nabity, nabizi se predevS§im vyzkum interakci
s kationtovymi tenzidy.

K. Thalberg a B. Lindman v praci Interaction between Hyaluronan and Cationic
Surfactant [22] zkoumali interakci mezi hyaluronanem sodnym a kationtovymi tenzidy,
s ohledem na délku alkylovych fetézct tenzid(. Vyuzivali metody NMR, solubilizace barviv,
fazové separace a vodivost. Bylo prokazano, Ze pokud je pocet atomu uhliku v alkylovém
fetézci tenzidu minimalné deset, tak staci velmi nizka koncentrace tenzidu a dochazi k interakci
s hyaluronanem. V urcitém stupni nasyceni hyaluronového fetézce tenzidem, vzniklé molekuly
nejsou dale rozpustné a dochazi k fazové separaci. Tento jev 1ze pozorovat daleko za CMC
tenzidu. Piidani velkého ptrebytku tenzidu pak zptisobi opétovné rozpusténi téchto agregatu.

Bjorling a spol. v praci An NMR Self-Diffusion Study of the Interaction between Sodium
Hyaluronate and Tetradecyltrimethylammonium Bromide [23] studovali pomoci NMR
interakci hyaluronanu a tenzidu TTAB. Bylo zjisténo, ze i po pfidani soli v mnozstvi
dostate¢ném pro potlaceni srazeni, dochazi pomérné vyrazné k vazani tenzidu na hyaluronan.

Iamazaki a spol. se v praci Photophysical study of the interactions of charged copolymers
with surfactants of opposite charge [24] zabyvali interakci mezi kopolymery PSS-nBVE
a opacné nabitymi tenzidy ve vodném roztoku, pomoci pyrenu jako fluorescencni sondy.
Zjistili, ze vytvorené premicelarni agregaty, vytvorené diky elektrostatické interakci mezi
kopolymery a tenzidy, pfitahuji ptivodné volné sondy, které migruji z vodného prostredi do
nové vytvorenych hydrofobnich casti molekul. K formovani premicelarnich agregatt
v systému dochazi okolo CAC tenzidu, kterd se vtomto pfipadé pohybuje v hodnotach
0,27+0,2 mM. Hlavni interakce mezi tenzidy a kopolymery je umoznéna elektrostatickymi
pfitazlivymi silami.

T. Halasova a spol. se v praci Hyaluronan-surfactant interactions in physiological solution
studied by tensiometry and fluorescence probe techniques [25] zabyvali interakci hyaluronanu
s tenzidy ruzného typu v prostfedi NaCl. Vysledky fluorescencniho meéfeni ukazaly,
ze formovani agregati probiha v urcitém intervalu koncentraci tenzidu, a zvlasté vhodna je pro
tuto agregaci pritomnost Hya. Nejvétsi vliv Hya byl pozorovan v neutralnim Tween 20
a kationaktivnim CTAB. Interakce hyaluronanu a CTAB se projevuje vzristem CMC
a rozSifenim oblasti, kde dochazi ke tvorbé micel. Autofi to zduvodnuji siln€jsimi hydrofobnimi
interakcemi mezi del§im fetézcem CTAB a hydrofobnimi doménami na hlavnim fetézci Hya.
Agregace CTAB v porovnani s TTAB je pfitomnosti hyaluronanu ovlivnéna mnohem vice, coz
je ptisuzovano delsimu alkylovému fetézci tohoto tenzidu.
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A. Kargerova a M. Pekar v Clanku High-Resolution Ultrasonic Spectroscopy Study
of Interactions between Hyaluronan and Cationic Surfactants [26] popisuji inerakce v kladné
nabitych systémech polyelektrolyt-tenzid ve vodném prostiedi i v prostfedi NaCl, Tyto
interakce zkoumali pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim (HRUS). Byl
pouzit hyaluronan o ruznych molekulovych hmotnostech a tenzidy TTAB a CTAB.
Ultrazvukova spektroskopie prokazala interakce v systému pii velmi nizké koncentraci tenzidu.
Interakce s CTAB byla pozorovana jiz od pocatku titrace, zatimco u TTAB az pii dosazeni
koncentrace 0,4 mmol.

J. Krouska a spol. v ¢lanku Study of interactions between hyaluronan and cationic
surfactants by means of calorimetry, turbidimetry, potentiometry and conductometry [27]
studovali termodynamiku procesu formovani micel tenzidi TTAB a CTAB s hyaluronanem
Turbidimetrie a potenciometrie potvrdila, ze k interakci v systému dochazi jiz pfi nizkych
koncentracich, a to pfi znacném piebytku hyaluronanu. Pomoci kalorimetrie byla studovana
fazova separace, ke které dojde, pokud je mnozstvi naboje hyaluronanu a tenzidu vyrovnané.

Tato bakalarska prace je pokracovanim vyzkumu, ktery provadéla T. Halasova v ramci
dizertaCni prace Interakce hyaluronanu a amfifilnich molekul [28]. Halasova se ve své dizertaci
zabyvala mimo jiné studiem interakce hyaluronanu o raznych molekulovych hmotnostech
s tenzidem CTAB ve vodném prostredi, kdy tyto interakce pozorovala pomoci FCS. V tomto
systému zaznamenala oblast fazové separace v oblasti koncentraci za CAC, kdy dochazelo
k usazovani gelovité faze na sténach vialek. Vysledky méfeni z FCS poukazaly na fakt, ze po
ptidavku hyaluronanu do roztoku tenzidu dojde k interakci a tvorbé vétSich agregata, které
difunduji pomaleji nez volné natazeny fetézec. Bylo také pozorovano, ze po ¢ase dochazi
k rovnomérnéj§imu rozdéleni tenzidovych molekul podél fetézce a CasteCné k navratu do
roztazené konformace.

Také F. Stiborsky pii feSeni bakalaiské prace Studium agregace v systému biopolymer-
tenzid za nizkych koncentraci tenzidu [29] pozoroval v systému Hya-CTAB jev, kdy za urcitych
nizkych koncentraci tenzidu CTAB se vytvorila gelova vrstva, ktera se usadila na sténach
vialek. Tato vrstva se vytvotila pii v§ech méfenych koncentracich hyaluronanu a vzdy pfi stejné
koncentraci CTAB. Vrstva pravdépodobné vznika, kdyz agreguje polymer s tenzidem, ktery se
nejdfive soustfed’uje elektrostaticky na polymernim fetézci a po nasyceni tenzidem dojde prave
k separaci fazi mikrogelu od vody. S dalsim narastem koncentrace tenzidu se zacnou tyto faze
propojovat za vzniku micel a gelu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
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4.2  Pouzité metody

4.2.1 Priprava zasobnich roztoki

Jako prvni byly pfipraveny zasobni roztoky hyaluronanu, tenzidi CTAB a Septonexu a také
roztok NaCl. Pro piipravu zasobniho roztoku polymeru o pozadované koncentraci 200 mg1™!
bylo navazeno 200 mg hyaluronanu, ktery byl rozpustén v 1000 ml vody. Pro zasobni roztoky
tenzid o pozadované koncentraci 1 mmoll! bylo navazeno 0,365g CTAB a 0,423 g
Septonexu, navazky byly vzdy rozpustény v 1000 ml vody. Pro zéasobni roztok NaCl
o pozadované koncentraci 2 moll! bylo rozpusténo 11,680 g NaCl ve 100 ml vody. Byl
pfipraven také roztok Nilské cervené v CTAB, kdy 1 ml pivodniho roztoku Nilské Cervené
v acetonu o koncentraci 6,3-10”°> moll! byl odpafen a dolit 10 ml pfipraveného zasobniho
roztoku CTAB. VSechny roztoky byly vzdy po pfipraveni ponechany pfes noc na magnetické
michacce, aby doslo k tplné homogenizaci. Nasledné byly ze zasobnich roztoka pfipravovany

gely.
4.2.2 Ovéreni koncentra¢niho rozsahu

Roztok polymeru byl vzdy smichéan s tenzidem (byla pfipravena koncentracni fada s CTAB
i Septonexem) podle poméri uvedenych v Tabulka 2. Tenzid byl pfed smichanim pro lepsi
viditelnost vzniklého mikrogelu obarven Sudanem III. Smési ve vialkach byly ponechany dva
dny na tfepacce, nez doslo k fazové separaci, kdy na sténach nadob dochéazelo k usazovani
vzniklého gelu.

Tabulka 2: Tabulka uvadéjici pomér P/T pro jednotlivé vzorky [28]

P/T pomér
CTAB
mmol-dm-3 hya hya hya
Smg-dm® 30 mg-dm® 50 mg-dm3

0,02 0,62 3,7 6
0,03 0,42 2,5 4
0,04 0,31 1,9 3
0,05 0,25 1,5 2,5
0,06 0,21 1,2 2
0,08 0,16 0,9 1,6
0,1 0,12 0,7 1,2
0,15 0,08 0,5 0,8
0,2 0,06 0,4 0,6
0,25 0,05 0,3 0,5
0,3 0,042 0,25 0,41
0,35 0,036 0,21 0,35
0,4 0,031 0,19 0,31
0,5 0,025 0,15 0,25
0,6 0,021 0,12 0,21
0,7 0,017 0,1 0,18
0,8 0,016 0,09 0,16
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4.2.3 Priprava mikrogelu — ,up scale‘ proces

Po vizualnim vyhodnoceni piipravené koncentracni fady byly vybrany vzorky, kde vzniklo
nejvice gelu a tyto byly pfipraveny znovu, nejprve ve vialkach a poté nadobach s vétSim
objemem.

U takto pripravenych geld byly stanovovany reologické vlastnosti a vzorky byly také
analyzovany pomoci FCS, proto ¢ast vzorka byla pfipravena s obsahem fluorescen¢ni sondy
Nilské ¢erveng. Vysledna koncentrace Nilské cervené ve vzorku byla 1:108 mol1"! a nasledné
v dal8i sadé vzorkd byla tato koncentrace snizena na 1:10'?moll?, jelikoz pii plivodnim
mnozstvi sondy v roztoku doslo k navazani veSkerého jejiho mnozstvi do vzniklého mikrogelu
a signal pfi méfeni byl piili§ intenzivni.

Bylo pozorovano také chovani vzniklého mikrogelu v prostfedi NaCl, kdy z vybranych
vzorkt byl po vzniku mikrogelu odstranén piivodni roztok a tento byl nahrazen roztokem NacCl,
se vzristajici koncentraci od 0,05 mol1™; 0,15 mol1!; 0,25 mol 1! az k 0,50 mol1™.

4.2.4 Reologicka méreni

Reologické parametry mikrogeld byly meéfeny na rotacnim reometru ARG 2 firmy TA
Instruments HR-2 s méficim systémem deska-deska. Byla zvolena geometrie s ocelovou
deskou o priméru 8 mm se vzdalenosti 100 um od spodni stacionarni desky v méfici poloze.
Nastaveni parametrd méfeni bylo provedeno pomoci softwaru TRIOS, data byla poté
vyhodnocena v programu MS Excel. Byly provedeny frekvencni a tokové testy, veskera méreni
byla provedena pfi teploté 25 °C. Soucasti kazdého méfeni byl ,,conditioning step®, aby doslo
k ustaleni podminek méteni.

Frekvencnimi testy, kdy na gely je pusobeno stale stejnou normalovou silou a méni se pouze
doba jejiho pasobeni, byla ziskana zavislost viskoelastickych modulti na uhlové frekvenci
oscilace a nasledné byla stanovena hodnota ztratovych uhll. Ze zavislosti viskozity geld na
smykové rychlosti byly ziskany tokové kiivky a dle jejich tvaru bylo posuzovano chovani
vzorku.

Data byla vyhodnocena v programu MS Excel, kde bylo pro lepsi orientaci v grafech
na osach nastaveno logaritmické méfitko. Nastaveni parametra pfistroje pro jednotlivé testy
je uvedeno v Tabulka 3 a Tabulka 4.

Tabulka 3: Nastaveni parametrii pro frekvencni test

Frekven¢ni test

teplota: 25°C

Cas relaxace: 5 min
amplituda deformace: 1 %

uhlova frekvence: 0,01 -20Hz
body na dekadu: 7
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Tabulka 4: Nastaveni parametrii pro tokovy test

Tokovy test
teplota: 25°C
Cas relaxace: 5 min
smykova rychlost: 0,2 —-200 1/s
body na dekadu: 5
doba na vzorek: 10s
tolerance: 5%
pocet bodi v ramci tolerance: 3
max. Cas na vzorek I min

4.2.5 Fluorescencéni méreni

Fluorescen¢ni méfeni bylo provedeno na pfistroji Fluorolog firmy HORIBA, zdrojem svétla
byla xenonova vybojka s vykonem 450 W. Vinova délka pro excitaci nastavena na 508 nm
a intenzita emise byla méfena v rozmezi 550-690 nm.

Pouzitim FLIM metody (Fluorescence life-time imaging microscopy) byl sledovan ¢asovy
pokles fluorescence po excitaci. Pfi této metod€ je vyuzivana pulzni povaha zdroje, kdy je
perioda excita¢niho pulzu zvolena delsi, nez je Casovy pokles vyvolané fluorescence. Metodou
FLIM byla studovana distribuce modelové hydrofobni latky Nilské Cervené.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této bakalarské prace je priprava a charakterizace mikrogelti vznikajicich pfi nizkych
koncentracich hyaluronanu a CTAB, ptipadné Septonexu. V této Casti prace bude na zaklade
pozorovani, reologickych méfeni a fluorescenc¢nich méfeni diskutovan vliv zptsobu pfipravy
na tvorbu mikrogelu a jeho vlastnosti stanovené pomoci zminénych metod.

5.1  Vizualni vyhodnoceni

5.1.1 Koncentracni rady

Jednim z cili prace bylo oveéfit navrzeny koncentracni rozsah a vyhodnotit, kde vznika
nejvice gelu, ktery byl nasledné pfipraven ve vétSim mnozstvi, aby bylo mozno provést
pozadovana méfeni. Jako nejvhodnéjsi byl na zakladé opakované pripravy koncentracni fady,
up scale procesu (viz Obrazek 8 a Obrazek 9) avizualniho vyhodnoceni, zvolen pomeér
hya: CTAB = 0,21 v Tabulka 2 vyznaceno Cerven¢). Pro dalsi méfeni byly pfipravovany
mikrogely s tenzidem CTAB, jelikoz pfi pouziti septonexu nebylo dosazeno dobrych vysledkd,
mikrogel vznikal pouze ve velmi malém mnozstvi (viz Obrazek 8). Veskera dalsi méfeni byla
provedena na vzorku pfipraveném smichanim roztoku tenzidu a hyaluronanu vzdy
v uvedeném pomeéru.

Obrazek 8: Mikrogel (zbarveny okraj na sténé vialek) pripraveny s tenzidem CTAB (nahove)

a Septonexem (dole)
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Obrazek 9: , Up scale ' procesy

5.2 Reologicka méreni

Charakteristické vlastnosti gelt byly stanoveny reologickymi méfenimi, cilem té€chto méfeni
bylo zjistit, zda pripravené vzorky vykazuji spise elastické nebo viskdzni chovani. Ke stanoveni
vlastnosti byly provedeny jak frekvencni testy, tak tokové kiivky.

5.2.1 Vyhodnoceni frekvencnich testu

Na Obrazku 10 je uveden graf zavislosti viskdézniho a elastického modulu na ménici
se uhlové frekvenci. Dle naméfenych vysledkd, u vSech méfeni prevySuje modul elasticky
modul viskozni, a to v celém rozsahu frekvenci. Toto chovani je typické pro viskoelasticky
material s pfevahou elastické slozky (resp. je to chovani typické pro gely). Ve méreném rozsahu
frekvenci nedochéazi k prekfizeni (tzv. cross-over pointu), ale lze pifedpokladat, ze pfi
frekvencich niz§ich, nez je meéfeny rozsah, k prekfizeni modulG dochéazi. Mefeni bylo
limitovano mnozstvim pfipraveného vzorku, reologické testy byly opakovany cCtyfikrat,
ale reprodukovatelnost vysledku neni optimalni.

Vysledky méfeni byly porovnany s vysledky zjisténymi u klasickych makrogelt. Jelikoz se
hodnoty modulti u mikrogelt pohybuji v fadoveé vyrazné vyssich hodnotach, 1ze usuzovat,
ze mikrogel vykazuje lep$i mechanické vlastnosti (je pevnéjsi), nez klasicky makrogel.
Je ale nutné podotknout, ze v pribéhu méfeni dochazelo k vysychani vzorku, ¢imz jsou
pravdépodobné hodnoty naméfené ve vyssich frekvencich ovlivnény. AvSak hodnoty modula
z pocatku méteni (pfi niz§ich frekvencich), kde obsah vody v gelu je jeste vysoky, také znatelné
prevysSuji klasické hydrogely a proto hypotéza o vyssi tuhosti mikrogeld miZze byt spravna.
Tuto domnénku potvrzuji i stanovené hodnoty ztratovych thlu a také tokové kiivky, které jsou
diskutovany dale. Pro porovnani je uveden pribéh modulti v makrogelu (viz Obrazek 11).
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Obrazek 11: Zavislost viskozniho a elastického modulu na tihlové frekvenci — klasicky makrogel
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Zavislost ztratového uhlu J na uhlové frekvenci, véetné odchylek je uvedena na Obrazku 12
a Obrazku 13. U gell obecné jsou z pocatku méfeni, kdy napéti pasobici na vzorky je nizsi,
hodnoty ztratovych uhli také nizké a se zvySujicim se napétim dochazi k deformaci struktur,
material zaina ,,téct a hodnoty ztratovych Ghla se zvysuji.

Métené mikrogely se vymykaji chovani typickému pro gely, pozorujeme zde opacny efekt.
Hodnoty ztratovych uhli v celém rozsahu frekvenci neptesahuji 45° a tak lze fici, ze vzorky
vykazuji chovani viskoelastické latky s pfevahou elastické slozky. Prubéh je tedy opacny,
vzorky jakoby se ,stabilizovaly” se zvySujicim se napétim. Toto je vSak pravdépodobné
zpusobeno jiz zmifiovanym vysychanim gelu v prab&hu méfeni.
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Obrazek 12: Zavislost ztratovych uhlit na ménici se uhlové frekvenci — méreni jednotlivych vzorki
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Obrazek 13: hodnoty ztratovych uhlii se zapoctenou odchylkou
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5.2.2 Vyhodnoceni tokovych testu

Z namétenych zavislosti viskozity na smykovych rychlostech 1ze usoudit, ze mikrogely maji
tokové kiivky charakteristického prubéhu pro pseudoplastickou latku. Viskozita se snizuje
s rostouci smykovou rychlosti, klesajici trend vykazuji v§echny métené vzorky (viz Obrazek
14). Pti vyssich smykovych rychlostech fetézce geld nejsou schopny odolavat mechanickému
napéti, a tudiz dochazi k totalni deformaci struktur, coz zpusobi také pokles viskozity.
Ke zpétné obnové fetézctu pravdépodobné jiz nedochazi, jelikoz viskozita klesa témeér o pét
rada. Vysledky jsou vSak s ohledem na znacné odchylky pfi méfeni jednotlivych vzorki
pomérné Spatné reprodukovatelné (viz Obrazek 15).
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Obrazek 14: Zavislost viskozity na smykové rychlosti
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Obrazek 15: Zavislost viskozity na smykové rychlosti — jednotliva méreni
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53 Fluorescen¢ni méreni

Pti pripravé vzorka s fluorescen¢ni sondou Nilskou Cerveni doslo k zajimavému jevu, kdy
se velka cast pfidané sondy zachytila ve vznikajicim mikrogelu (gel byl pfi odebirani vzorku
k méfeni silné rizove zbarven, viz Obrazek 16).

Obrazek 16: Mikrogel s obsahem Nilské cervené

Fluorescencnim méfenim byla studovana distribuce modelové latky — Nilské Cervené,
u které se v polarnim prostiedi ocekava emise okolo 600—-650 nm (vinova délka emise nartista
se zvySujici se polaritou prostiedi) a v prostfedi nepolarnim okolo 550 nm (viz emisni spektra
Nilské cervené, Obrazek 17). U Nilské Cervené tedy ocekavame vyssi jas v méné polarnich
Castech gelu.
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Obrazek 17: Emisni spektra Nilské Cervené v rozpoustédlech o rizné polarité (cné:IO_SM) [30]
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Jak je patrné na Obrazku 18 Nilska Cerven je ve vzorku lokalizovana v polarnich oblastech
(Obrazek 18. A), v oblastech hydrofobnich je emise méné intenzivni (Obrazek 18. B). Obrazky
byly potizeny v riznych spektralnich oblastech, bylo méfeno zaroveri na dvou detektorech.

Z vysledkt méfeni vyplyva, ze systém je spiSe homogenni, coz potvrzuji také doby zivota
fluorescence, které jsou rozloZzeny rovnomérn€. CTAB zistava v systému v micelarni forme.
Micely se pravdépodobné nezvétSuji, nedochazi k jejich fuzi a latky solubilizované do micel
tak budou mit po inkorporaci v gelu stejnou pozici a stejny kontakt s okolim, jako v micelarnim
roztoku. Na tuto skutecnost je potieba brat ohled pfi piipadné solubilizaci vétSich molekul.

sujowgoy Ised
sujowpay ised

Obrazek 18: A — excitace 508 m, emise 690/70; B — excitace 508 m, emise 550/49

29



5.3.1

Mikrogel v prostredi NaCl

0,05 M NaCl

0,15 M NaCl

nebyly detekovany zadné
fluoreskujici molekuly,
mikrogel se rozpadl na
drobné shluky, volné se
vyskytujici v roztoku

0,25 M NaCl

koncentrace fluoreskujicich
molekul je pod detekénim
limitem mikroskopu, ale
doslo k rozptyleni mikrogelu
zpét do roztoku

0,50 M NaCl

stanovena koncentrace
fluoreskujicich molekul

v roztoku: 60+14 nmol,
mikrogel byl rozptylen do
roztoku

stanovena koncentrace
fluoreskujicich molekul

v roztoku: 831+54 nmol,
doslo k rozptyleni mikrogelu
do roztoku
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6 ZAVER

Cilem této bakalarské prace byla ptiprava gelu vznikajiciho ve vodném prostiedi, za nizkych
koncentraci hyaluronanu a kationaktivniho tenzidu, a nasledna charakterizace jeho fyzikalnich
vlastnosti. Toto meéfeni bylo inspirovano zavéreCnymi pracemi T. Halasové [28]
a F. Stiborského [29], ktefi pozorovali jako jedni z prvnich ve vzorcich tvorbu mikrogelu.

Mikrogel byl pro ucely této prace cilené pripraven — nejprve byl na zakladé ptipravy
a vyhodnoceni koncentracni fady stanoven nejvhodnéj§i pomér polymeru a tenzidu tak, aby
mikrogel vznikal v conejvétSim mnozstvi a nasledné byla provedena reologicka
a fluorescencni meéteni. K fazové separaci dochézelo vyznamnéji pouze pii pouziti tenzidu
CTAB, Septonex se ukazal jako méné vhodny.

Reologicky bylo zji§téno, ze mikrogely vykazuj chovani typické pro gely (elasticky modul
prevysuje v celém rozsahu frekvenci modul viskozni) a hodnoty moduld se zaroven pohybuji
ve vyrazn€ vysSich hodnotach nez pii méfeni makrogelti, mikrogel ma tedy pravdépodobné
lepsi mechanické vlastnosti (je pevnéjsi), nez klasicky makrogel. Pfi stanovovani ztratovych
uhli bylo zjisténo, Ze mikrogely se typickému chovani gelti vymykaji, hodnoty nepiesahuji 45°
a vzorky se chovaji jako viskoelastické latky s prevahou elastické slozky. Tokové kiivky byly
vyhodnoceny jako charakteristické pro pseudoplastickou latku. Vzhledem k velmi malému
mnozstvi vznikajictho mikrogelu mohly byt vzorky pfi reologickém meéfeni Castecné
nehomogenni, a tak jsou patrné pomérné zna¢né odchylky mezi jednotlivymi proméfovanymi
vzorky, jak pii méfeni viskozity, tak u stanovovani ztratovych uhli. K odchylkam taky pfispiva
fakt, ze vzorky po vyjmuti z ptivodniho roztoku pomérné rychle zacaly vysychat a ke konci
reologického méteni byly znatelné tuzsi konzistence.

Pfi fluorescenénim méfeni se ukazalo, Ze koncentrace fadové 1:10® moll' Nilské ¢ervené
ve vzorku byla pro analyzu pfili§ vysoka a ani po snizeni koncentrace sondy na 1:10'2 mol1’!
v dal§i sadé vzorkl, nebylo dosazeno optimalniho signalu. Ve vzorcich doslo k navazani
veskeré sondy do vznikajiciho gelu, kde narostla koncentrace tak vyrazné, ze nebylo mozno
provést analyzu. Z obrazka potizenych na fluorescencnim mikroskopu je patrné, ze vyznamné
mnozstvi Nilské Cervené je lokalizované v polarnich ¢astech mikrogelu, kde je emise vyrazné
siln€jsi nez hydrofobnich doménach. Métfeny systém je spiSe homogenniho charakteru, coz
potvrzuji také rovnomérné rozlozené doby zivota fluorescence. Micely v mikrogelu se
pravdépodobné nezvétSuji, a solubilizované latky tak budou mit po inkorporaci v gelu stejnou
pozici a stejny kontakt s okolim, jako v micelarnim roztoku. Na tuto skuteCnost je tfeba
pomyslet pii piipadné solubilizaci objemnych molekul, napt. né€kterych farmaceutik apod.

Po kontaktu vzorkl sroztokem NaCl v piipadé koncentrace 0,05 M doslo k rozpadu
mikrogelu na drobné shluky, které se volné€ vyskytovaly v roztoku. V piipadé koncentrace
0,15 M; 0,25 M a 0,5 M NaCl doslo k rozptyleni mikrogelu zpét do roztoku, a u koncentraci
0,25 M a 0,5 M NaCl bylo detekovano i mnozstvi fluoreskujicich molekul.

Pro dalsi praci s timto typem vzorku 1ze doporucit spise jinou metodiku pfipravy, napiiklad
pouziti vétSich nadob s rotujici netkanou textilii, na které by se vznikajici mikrogel zachytaval.
Pti pfipadné piipravé mikrogelu ve vétSim méfitku by bylo vhodné zvazit opétovné pouziti
vody, které se pii ptipraveé vzorka spotfebovava znatné mnozstvi, coZ je nevyhodné nejen
z ekonomického hlediska.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

CAC
CMC
CTAB
ECM
FCS
FLIM
HOMO
HRUS
Hya
LUMO
NADH
NMR
PAL
PSS-nBVE
TTAB

kriticka agregacni koncentrace

kritickd micelarni koncentrace
cetyltrimethylamonium bromid
extracelularni matrix

fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie
fluorescence life-time imaging microscopy
highest occupied molecular orbital

high resolution ultrasonic spectroscopy
hyaluronan

lowest unoccupied molecular orbital
nikotinamidadenindinukleotid

nuklearni magnetické rezonance
povrchové aktivni latka

sodna sul polystyrensulfonatu-n-butylvinyletheru
tetradecyltrimethylammonium bromid

8.2  Seznam symboli

d linearni rozmér

du vzajemna rychlost pohybu smykovych rovin

dx vzdalenost smykovych rovin

D smykova rychlost
G'  elasticky modul

G"  viskozitni modul
G*  komplexni modul

M mol-1"!

M; molekulova hmotnost

) ztratovy uhel
dynamicka viskozita
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