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ABSTRAKT

Pomoci metody fluorescémi spektroskopie a dynamického rozptylétky byl studovan vliv
podminek pipravy systému biopolymer-tenzid na solubiizi vlastnosti a stabilitu
vznikajicich komple&. Bylo provedeno zkouméni komplexnativniho hyaluronanu
s kationtovym tenzidem cetyltrimetylamonium brommdéCTAB), ve fyziologickém roztoku
(NaCl o koncentraci 0,15 mal') a ve vod. Byl zkouman vliv teploty zasobnich roztoki
piipraw a vliv zmrazeni systému na jeho nasledné vlastrioéte bylo zkoumano, jaky vliv
ma zmisob zavedeni fluoresa@m sondy do systému na jeho nasledné solubilizaastnosti.
Bylo zjiSttno, Ze podminky ifjpravy systému biopolymer-tenzid maji vyznamny wuhia
solubilizani vlastnosti a stabilitu vznikajicich komptex

ABSTRAKT

Influence of the preparing of a biopolymer-surfattaystem on its solubilization properties
and stability was investigated by using fluoreseergpectroscopy and dynamic light
scattering methods. Investigation was made on cexnpf native hyaluronan with cationic
surfactant cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)ys&m has been studied in aqueous
and in saline solutions. The effect of temperanirstock solutions and freezing effect on
subsequent properties were investigated. Furtherexaminated, what effect has a way of
introducing fluorescent probe into the system dossguent solubilization properties. It was
found that the conditions of preparing of biopolyrsarfactant system have a significant
effect on the solubilization properies and stapitit complex.
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1 UvOoD

Od doby, kdy byla kyselina hyaluronova povazovéea za nezajimavou bilou substanci,
uplynula jiz rada let. V dnesni deébje jiz prokazdno mnoho moznosti jejiho vyuZziti.
V powedomi laické véejnosti ovSsem kyselina hyaluronova vystupuje splaze jako latka
obsaZzena v kosmetickych produktech proti vraskéarjaka hydraténi sloZzka v nosnich
sprejich.

Malokdo ovSem vi, Ze je tato jedim& latka pitomna ve vSech sakwh organismech
a v zavislosti na molekulové hmotnosti v nich ze&téadu funkci. Vysokomolekularni
kyselina hyaluronova jetpdevSim firozenym mazadlem vSech klouka organizatorem
pojivovych i podfirnych tkani. Kyselina s nizkou molekulovou hmothostiviiuje mobilitu
burgk, a to jak &éch zdravych, tak bohuzel i rakovinnych.

Studium nadorovych bihk ukazuje, Ze tyto hiky obsahuji porrné znanou koncentraci
kyseliny hyaluronové, diky niz mohoust a tvdgit metastazy. Kyselina hyaluronovd ma na
druhou stranu také schopnost rakovinnékyunicit diky unikatni schopnosti dopravit se na
misto postizené nadorem. Na nadorovychikdgh jsou specifick&idla, receptory CD44
a RHAMM, které rozpoznaji kyselinu hyaluronovou tahnou ji dovnit. Pokud by se tedy
poddilo vytvorit takovoucastici, ktera ponese cytostatickou latku a buddentaakyselinou
hyaluronovou, dostal by se Iékimo na postizené misto. Diky této technologii bylé&ba
rakoviny stala pro lidsky organismus mnohem &gkfnv porovnani s dnes pouZivanou
radioterapii a chemoterapii.

Na nostovém systému tohoto typu se pracuje jikalik let. Jednu z mnoha slibnych
variant, jak by mohl nosovy systém vypadat a fungovatiedstavuje systém vznikajici
interakcemi tenzidu a polymeru [1, 2]. Idealnimypoérem by pro svoje vyjint@é vlastnosti
mohla byt pré¥ kyselina hyaluronova.

Nasledujici prace je zattena na vliv podminek ffpravy pra¢ takovych systérn
Velikost, tvar a stabilitaéthto systém maze byt ovlivréna jiz @i pripraw systému. Tato
prace je zagtena hlavi na vliv teploty pi piipraw a na vliv zmrazeni systému na jeho
naslednou stabilitu a solubili@ai vlastnosti, cozZ jsou velmitezité parametry pro naslednou
vyrobni praxi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

2.1.1 Struktura

Kyselina hyaluronova byla objevena a popsana v @834 v laboratih Dr. Karla Meyera.
Tehdy neznamy glykosaminoglykan byl izolovan énibo sklivce skotu a nasletirbyl
nazvan kyselinou hyaluronovougimz byla ozn&na jedna z nejuniverz&sich
makromolekul v prodk. Dnes je kyselina hyaluronova ozomana nejastji jako
hyaluronan, protoZe v organismu existuje ve forpolyanionu a ne jako protonovana
kyselina.

Molekula hyaluronanu (Obr. 1) ma neréxenou linearni strukturu t¥enou opakujicimi
se disacharidovymi podjednotkami. Tyto jednotky aihgi D-glukuronovou kyselinu
a N-acetyl-D-glukosamin, které jsou spojeny pomatfidajicich se p-1,4 a p-1,3
glykosidickych vazeb.

disacharidova jednotka

CHa0H (CDDH ﬁ'l 3 CHOH \ COOH
T f,l—n I a ’ /,l—u Lo o
o | Ko D\k OH i
OH 1, B14 oH OH AT - H
a o
L7 Lz
\CHE REHE I'{‘/

! \

D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glulosamin

Obr. 1: Z&kladni chemické struktura hyaluronanu

Oba cukry jsou prostoréwspojeny glukézou, ktera v beta konfiguraci dovelpjostoro¥
objemnym skupinam zaujmout stericky vyhe@h ekvatorialni polohu, zatimco malé
vodikové atomy obsazuji m&nvyhodné axialni polohy. Toto je hlavniivbd, pr@ je
struktura molekuly energeticky velmi stabilni (OB}).[3, 4]. Navzdory jednoduché primarni
struktue vykazuje kyselina hyaluronova velmi rozdilné bgitké &inky v zavislosti na
velikosti molekuly a jejim prostorovém ugpdani.

H COD H CH,OH

Obr. 2: Struktura hyaluronanu — vyobrazeni prost@ioo uspgadani funknich skupin



2.1.2 Polymerni struktura a struktura v roztoku

Enzymaticky syntetizovany polymerni disacharid hyahan niZze byt sloZzen az z 25 000
disacharidovych jednotek. Molekulova hmotnost takawolekuly polymeru se pohybuje
vrozsahu od 5000 Da do 20000 Da.urfrnd molekulova hmotnost hyaluronanu
nachazejicim se v lidské synovialni tekatse pohybuje okolditaz ¢ty miliont Da.

Ve fyziologickém roztoku je molekula hyaluronanuztyzena kombinaci chemické
struktury disacharidu, vrfitich vodikovych vazeb a interakcemi s rozpé&disim. Axialni
atomy vodiku formuji nepolarni, relati&mydrofobni domény, zatimco ekvatorialni postranni
fettzce tvdi vice polarni, hydrofilni doménygjmz se vytvl zkroucend ,stuhovitd” struktura
(Obr. 3). Nasledkem toho molekula hyaluronanu mnadijive fyziologickém roztoku
roztazenou nepravidalnstaienou strukturu, ktera zabird velmi Sirokou domébdaomény
jednotlivych molekul by se v roztoku navzajentekryvaly pi koncentraci hyaluronanu

N 1

1 mgml™ a vyssi [3].

Obr. 3: Struktura hyaluronanu v roztoku (sv. molrgchle vyobrazuje doménu molekuly v roztoku,
modré acervené oblasti znazauji hydrofilni, resp. hydrofobnfasti stuhovité struktury) [3]

Domeénova struktura hyaluronanu ma zajimavélezté disledky. Malé molekuly, jako je
voda, elektrolyty a ziviny se mohou veéInsitit rozpoustdlem uvnit domény. Velké
molekuly, jako bilkoviny, jsokasté&ne vylucovany z domény kili jejich hydrodynamické
velikosti. Hyaluronanové sitv domér poskytuji mén prostoru pro jiné molekuly, které jsou
vétSi. To vede k pomalejSi difuzi makromolekul skit & jejich nizSim koncentracim v siti
ve srovnani s volnymi prostory v okoli hyaluronanu.

Hyaluronanovérettzce se v roztoku neustale pohybuji, coZisgbuje neustalou zmu
velikosti efektivnich pdr v siti. Statisticky mohou existovat vSechny veditiopdia, jen
s iznou pravépodobnosti, coz znamena, Ze vSechny molekuly mphajit hyaluronanovou
siti, ale siiznym stupgm zpomaleni v zavislosti na jejich hydrodynamickypifemech [3].



2.1.3 Sekundéarni struktura

Retézce hyaluronanu obsahuji dva typy vazeb — vazbgcharidovych jednotkach a vazby
mezi jednotkami. Sacharidové jednotky si udrzujatren¢ staly tvar. Mezidmito rigidnimi
jednotkami existuji glykosidické vazby, které seajaz atomu kysliku spojujiciho jednotlivé
sacharidy. Tyto atomy kysliku jsou dvojvazné acfejvazby jsou orientovany jako ramena
pismene ,V“. Substituentyifpojené na koncich ramen se mohouwet@® 360 stuii. Ackoli
neni mozna uplna svoboda ve vy konfiguraci substitueinbkolo atomu kysliku, i@sto
kazdy glykosidicky mistek poskytuje &kolik moznych konfiguraci. Vynasobeninichto
moznosti pétem nustka v dlouhém fettzci ziskame obrovské mnoZzstvi trajedné
molekuly. Uspsadani molekuly vypada jako ndhodné, ale neni taku t

Struktura ma tvar dvojnasobné spiraly (ne dvoudmeide, do niZ jsou zapojeny dva
molekularniietzce), ve které hrajeitezitou roli voda jako stabilizai faktor. Tato jakoby
paskové struktura vykazuje mirna #igkni jak v ptimétu, tak v prostorové projekci (Obr. 4).

Vyznam této sekundarni struktury $pa v existenci hydrofobni oblasti ve dvojité spera

o velikosti osmi uhlikovych atofn Hyaluronan ma tudiz vlastnosti vysoce hydrofitnih
materialu sotasreé s hydrofobnimi doménami. Jedna se tedy o amfifiinlekulu [4].

Obr. 4: Struktura hyaluronanu v roztoku; 1 -#zpet, 2 — pohled podél osy dvojnasobné spiraly,
3 — prostorova projekce [4]

2.1.4 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamickykiéeré buiky, jako napiklad chondrocyty

v chrupavkach, aktivh syntetizuji a katabolizuji hyaluronan po celou wdabvota tkas.
Syntéza je #Sinou vyvazena srozkladentimz se udrZzuje konstantni koncentrace
hyaluronanu v tkani. Potas rozkladu molekuly hyaluronanu v chrupavce jeyklevdva az

téi tydny. Pol@as rozpadu hyaluronanu v krvi jerefvapiv kratky, jen rkolik minut.

V n¢kterych gipadech vSak fevlada syntéza nebo rozklad hyaluronantiki&dem mohou
byt keratinocyty, ve kterych fpvazuje syntéza. Odhaduje se, Ze ¢ténedna fetina

z celkového mnozstvi hyaluronanu v lidskééte tje metabolicky odstr&na a nahrazena
behem ptimérného dne [3].
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2.1.5 Moznosti vyuZziti kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronova je mnohdy povazovana pouzemmdekulu extracelularni matrix.
Minuly a sokasny vyzkum vSak objevuje nové a nové funkce tétekuly jak na bu&iné,
tak na organové arovni.

VSechny ziskané znalosti o této molekule poukamajito, Ze kyselina hyaluronova je
molekula velkého vyznamu. Je nutna pro spravnoldiuarganismu. Jeji vSudypomnost
a ast na cel&ad biologickych proces jako jsou angiogeneze, migrace a proliferace
raznych bugcnych typi, €ast na zattlivych procesech, procesech hojeni ran a dalSich,
ukazuje na celoiadu moznosti vyuziti této molekuly jakaiéé latky.

Diky svym unikatnim vlastnostem nasSla kyselina bg@tova jiz fadu uplatani
v nejrizrejSich  medicinskych  odtvich. V revmatologii, oftalmologii, diabetologii,
farmaceutické technologii a dalSich oblastechyikéga pi hojeni ran [5].

Hyaluronan spolu s ostatnimi glykosaminoglykany clagenem tvid duleZitou slozku
mechanismu znovuobnoveni pofaé tkag. Béhem prvnich déi po vzniku zrasni je
hyaluronan pevladajicim glykosaminoglykanem v garii [é¢bé nagiklad koznichii o¢nich
poraréni pasobi vyrazs piiznivé. U koznich popélenin a ran dochazi k urychlenietipace
a projevuje se schopnost hojeni bez jizev. Takéepapii atnich onemocEni je pozorovano
rychlejSi hojeni poskozené rohovky [6].

Diky své vysoké biokompatibilit a gritomnosti v extracelularni matrix tk&rziskava
hyaluronan popularitu jako vhodny materidl pro riée inZenyrstvi. Kili vysoké
rozpustnosti nativniho hyaluronanu ve ¥adjeho kratkému biologickému péksu rozpadu
je pro tyto aplikaceastji vyuzivan zesitny modifikovany hyaluronan ve forrhydrogelu
[7].

Hyaluronan byl pouzit k syntéze biologickych sclftopro aplikaci pi hojeni ran. Tyto
scaffoldy obvykle obsahuji proteiny jako je fibrétia, které jsou navazany na hyaluronan,
pro usnadéni migrace bugk do tkark. Toho se vyuZiva zejména u osob trpicich na cbkeéni
diabeticke rany [8].

Hyaluronan se pouziva také K¢ osteoartrozy kolenniho kloubu. Je aplikovana série
injekci do kloubu¢imZ dochéazi ke zvySeni viskozity kloubni tekutifyp méa za nasledek
promazani a odpruzeni kloubu a analgetickyné€k. Bylo také dokazano, Ze hyaluronan ma
pozitivni biochemicky efekt na chrupavku [9, 10].

Hyaluronan je dnes také Siroce pouzivan jako aktétha viadt kosmetickych fipravk.
Plefové mléko s hlavni dinnou sloZzkou hyaluronanem sodnym je pouZzivanocdllé
atopického ekzému [11].

2.1.6 Role kyseliny hyaluronové i kancerogennich procesech

Kyselina hyaluronova ma velky vlivipkancerogennim procesu. Interakci se specifickym
CD44 receptorem indukuje hyaluronan &tmou motilitu, invazi rakovinnych bk

a indukuje angiogenezi. Dnes je znamo nejimkh typa karcinomi, u kterych byla zjigna
zvySena koncentrace hyaluronanu, a to jakimp v buikach samotnych, tak

i v meziburg¢ném stromatu. Neni vSak zcela jasné, zdali jsoo giS€na mnozstvi
hyaluronanu vlastni if¢inou anebo spiSe azisledkem wkterého jiného patologického
pochodu [12].
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P¥i zminénych procesech jecinek hyaluronanu na b&#éné Urovni a nasle@n na arovni
tkanové a organové zprastdkovan vazbou na charakteristické receptory. Hbavn
receptorem pro Kkyselinu hyaluronovou je molekula 4@D [13-16]. CD44 je
transmembranovy receptor vSudigpmny v lidském dle. Vazba hyaluronanu na tento
receptor vede k celéad® burg¢nych odpo¥di, jako jsou filnavost, organizace a obrat
extracelularni matrix na povrchu bigné membrany a zprdastdkovani migrace lymfocgt
v pribéhu zartu. Tento receptor fite existovat v celdad izoforem [12, 17]. Jednim
Z receptai, ktery se svoji funkci a expresi podoba molekulet€je RHAMM. Ten narozdil
od CD44 neni transmembranovym proteinem. Po navdzgaluronanu je hlavni funkci
RHAMM zprostedkovat adhezi a b&tnou hybnost. Oba receptory se podileji na regulaci
pienosu bu&nych signai.

2.1.7 Cilena distribuce I&iv

Noske I[&€iv jsou v sodasné dob stdle vice studovany v kontextu vyvoje novych
terapeutickych systé@mpro l&bu mnoha typ onemocsni. Tyto noste maji za ukol
piedevsim zajistit prodlouzenou cirkuladiiinych latek v krevnim athu, fizenou aktivaci

a &inek selektivie zantteny na cilovou tki& soubor buék (nag. nador), jednotlivou hiku
nebo dokonce i buiné kompartmenty. Nos 1&iv mohou omezit nezadouctiaky terapie,
zajistit rozpustnost ve veédnerozpustnych aktivnich latek a v neposlethtt take potldit
rezistenci cilové tkank léivu. Byla vyvinuta cel&ada nosit zaloZzenych na rozpustnych
polymerech, liposomech, natésticich a polymernich micelach.

NejvétSi pozornost je dnes zéfena na vyvoj nosii kancerostatik a to zejména avodu
vysoké spoleenské zavaznosti naddorovych onentmin ktera je dana jejichtastym
vyskytem a dodnes mnohdy maléinnou l&bou. Dnes uzivana protinadorovéil@ nejsou
totiz dostaten¢ selektivni pro nadorovou tkacoz se projevuje vyrazndadou nezadoucich
acinka [18].

Jak jiz bylo zmitno, hyaluronan se zda byt vhodnou latkou pro ciledistribuci I€iv, jak
uz pro svoji biokompatibilitu, tak také W jeho vazk sreceptorem CD44 [19, 20].
Hyaluronan je vysoce hydrofilni polymer s masivniiydrat&nim obalem. Proto jej nelze
piimo vyuzit pro pepravu nepolarni latky. Jelikoz mi@ada @innych |éki hydrofobni
charakter, musi byt hyaluronan pro z#mé pouziti hydrofob® modifikovan, coz ale iize
ovlivnit jeho biologickou aktivitu a kompatibilituLepSim zgfisobem je vazba hyaluronanu
fyzikalnimi interakcemi s&akym vhodnym molekularnim partnerem, ktery zajisti
rozpustnost hydrofobnihodiga.

Napiklad kombinace hyaluronan-tenziduie byt vhodnym typem takovych agregat
V téchto systémech je hydrofobni¢i¢o solubilizovano v hydrofobnich prostorech terizid
(v micelach), zatimco hylauronan zé&jife vrejSi ochranu a biokompatibilitu celého systému
a obstarava cileni systému.
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2.2 Koloidni disperzni systémy

Disperzni soustava je takova soustava, ktera opsaiiespé dva druhy hmoty, iemz
jeden druh je rozptylen ve druhém ve férmice nebo ménjemnychéastic. Rozptyleny druh
se nazyva disperzni podil, spojity druh disperzrdsgedi. Pod pojmem druh hmoty se
rozumi sloZzka nebo faze. V roztocidegstavuje disperzni praésti rozpou&dlo a disperzni
podil rozpudtnd latka. Pevaznd wtSina disperzi p&tmezi viceslozkové soustavy [21, 22].

Povahu disperzniho systému ovilije cela fada faktol. PredevSim jde o velikost
disperznich¢astic a poet fazi v systému, dale pak tvaastic, skupenstvi disperzniho
prostedi a disperzniho podilu, interakce me&asticemi a disperznim préstlim, vzajemné
interakce meztasticemici povrchové a elektrické vlastnosgtstic.

Podle velikostiéastic disperzniho podilu jsou disperzg¢edy na rkolik typt, mezi nimiz
je vSak plynuly pechod. Jedna se o

e analytické disperze s velikoststic mensi nez 1 nm,
¢ koloidni disperze s velikostastic od 1 nm do jim,

e mikrodisperze s velikostfastic od Jum do 10um a

e makrodisperze s velikostastic nad 1Qum [21].

Castice koloidniho systému se chovaji stejnymisppem jako molekuly v pravych
roztocich, coz znamena, Ze vykonavaji chaotickymigky pohyb — Browfv pohyb.
Vzajemnymi srazkami i sraZkami s molekulami dispémp prostedi meni koloidni ¢astice
svij smer irychlost pohybu. Intenzita Brownova pohybu eoste stupgm disperzity
(. s p'evracenou hodnotou rozmu disperzniho podilu), protoZze seéBuje pdet castic
a tim také poet vzajemnych srazek. Stejny vliv ma &tr stupi disperzity na osmoticky tlak
vyvolany¢asticemi.

Vlastnosti, ktera odliSuje koloidni soustavy odvyah roztoki je to, Ze zfisobuji rozptyl
swtla prochazejiciho roztokem. 8lo odrazejici se od jednotlivyatastic zgisobuje, Ze jsme
schopni vigt drahu paprsku. Toto rozptylovanieta se nazyva Tyndaiv efekt [21].

Vzhledem k velké rozmanitosti jec€iné rozdlovat koloidré disperzni systémy dait
skupin:

e Lyofobni disperzékoloidni disperze) — heterogenni systémy, v nidisperzni podil
a disperzni progdi gredstavuji d¥ rizné faze. Tyto faze jsou ofldny fazovym
rozhranim, které vyrazZnovliviiuje jejich vlastnosti. Vznikaji z hrubych disperzi
umélym dispergovanim nebo z pravych roaiolsrdzenim nacéastice koloidni
velikosti. Jsou termodynamicky nestalé, samo¥abmikaiji.

e Lyofilni koloidy (koloidni roztoky) — homogenni koloidni systémyniehz disperzni
podil tvai s disperznim pro&dim jednu fazi. Jsou to pravé roztoky makromolekul
které vznikaji samovolnym rozpo#sfm a jsou termodynamicky stalé. Samovolny
vznik je podmign afinitou makromolekul k disperznimu priesti.

e Asociativni (micelarni) koloidy— vznikaji samovolnou reverzibilni asociaci
nizkomolekularnich latek s amfifilni strukturou rkagém roztoku. Mezi molekulami
v roztoku a vzniklymi asocialy se ustavuje rovnowv§il].
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2.3 Asociativni micelarni koloidy

Nekteré nizkomolekularni latky poskytuji ve vhodnéazpoustdle ve velkych gedénich
pravé roztoky, ale od &ité koncentrace jejich molekuly asociuji do té mikg vytvdeji
¢astice koloidnich rozemi. Tyto Gtvary se nazyvajnicely a latky, které se chovaji timto
zpisobem, oznaujeme jako micelarni neboli asociativni koloidy [22

2.3.1 Struktura micelarnich koloid a

Schopnost vytvi@t micely je podmitna zvlastni strukturou molekul. Tato podminka
vyZzaduje, aby molekula obsahovala hydrofilni skypirkteré svou velkou afinitou
k rozpoustdlu zarguji znanou rozpustnost, a aby s@sré druhacast molekuly byla sama
o sol# vdaném progedi nerozpustna, tedy hydrofobni. Takové molekuy reazyvaji

amfifilni.
nahita hydrofilni
funkini skupina hydrofobni uhlikaty fetézec
[ P S S |
H H H H H
c c C c C—H
VANSVAANVARSVANNVS
C C C c cC
R A IR I
H H H H H

Obr. 5: Struktura molekuly tenzidu

Latky s vySe popsanou strukturou jsou d@nvany jako povrchoy aktivni latky (PAL)
neboli tenzidy. Tyto latky jsou podle schopnosBatiiovat ve vodném roztoku ragdvany
na ionogenni (aniontove, kationtové, amfoterni)eéomogenni neboli neutralni. Aniontové
PAL disociuji za vzniku povrcha@vaktivnich anioni. NejvyznamijSimi predstaviteli této
skupiny jsou alkalické soli vy$Sich mastnych kyséfkirozena mydla). Kationtové PAL tyio
pii disociaci ve vod povrchow aktivni kationty. Typickym fikladem jsou solttyisytnych
amonnych bézi — cetyltrimetylamonium bromid (CTABoWwasna pitomnost aniontovych
a kationtovych PAL ve vodném roztoku obvykle nerozma, nebt v takovém roztoku se
z velkého kationtu a velkého aniontu vytiv&elmi slaké disociujici sl o velké molarni
hmotnosti, ktera je prakticky nerozpustna. U amfdtdh PAL naboj micely zavisi na pH.
Amfifilni neionogenni PAL nejsou schopné elektralige disociace. Skladaji se z dlouhého
uhlovodikovéhorettzce s ®kolika polarnimi, ale neionogennimi skupinami nandio které
zaji¥’uji rozpustnostichto slowenin [21].
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2.3.2 Micely a kritick& micelarni koncentrace

Asociativni povrchov aktivni latky tvdi ve velkych tedtnich pravé roztoky. i urcité
koncentraci dojde v systému k samovolné agregadeknb do uUtvaé koloidni velikosti.
Hnaci silou agregace jsou hydrofobni interakceclgjodstatou je poénné znany vznst
entropie (cca 140K 'mol™) pii ptechodu tenzidu z monomerniho do agregovaného stavu.
Vznikajici Gtvary se nazyvajhicelya pislusna koncentracefifkteré k agregaci dochazi, se
nazyvakritickd micelarni koncentracéozna&ovana z angl. CMC). Pod touto koncentraci
existuji molekuly PAL v systému pouze ve farrjednotlivych molekul, nad ni vSechny
piidavané molekuly PAL asociuji do micel. CMC je tewjvySSi mozna koncentracéi piz

je PAL v roztoku v molekulové (iontové) fomji21].

Pfi postupném rozpousti tenzidu se hydrofobnicdsti amfifilnich molekul snazi
minimalizovat kontakt s vodnym prdéstlim. Nejprve se tyto molekuly samovdhlromadi na
povrchu kapaliny a orientuji se hydrofobnisdistmi ven z roztoku a hydrofilnindastmi do
roztoku. V okamziku, kdy je celad plocha povrchuutiky nasycena molekulami tenzidu,
nemohou se uz dalSi molekuly v povrchové wdtvomadit. V této chvili bylo dosazeno
CMC. Po pekrateni CMC dochazi jiz ke vzniku agregat micel (Obr. 6). Ve vodném
(polarnim) progedi tvai jadro micely navzajem propletené nepolarni uhitikové ietzce
molekul PAL, které se stale snazi minimalizovat teéth s vodnym proggdim. Na viijSim
povrchu micely jsou rozmigty polarni skupiny (hydrofilnéasti molekul, hydrofilni hlavy).
Jde-li oionogenni PAL, polarni skupiny disociuNznikaji nabité micely obklopené
elektrickou dvojvrstvou tvieenou disociaci vzniklymi protiionty [21].

Monovrstva na hladiné

c= CMDOC

Molekuly tmziduq[L’UL

c = CMC

Obr. 6: Proces micelizace
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Velikost a tvar micel zavisi na koncentraci, teplaholekularni struktte PAL, charakteru
mezimolekularnich sil atd. Vaednych vodnych roztocich nad CMC vznikaji malé kutévi
(sférické) agregaty, v koncentrovanych roztocichujg¥itomny i micely jiného tvaru.

S rostouci koncentraci roztoku sestBuje rozmdr micel a uhlovodikovéettzce se v nich
stéle vice orientuji navzajem rovridi€, az do vzniku laminarnich micel sloZzenych ze dvou
vrstev PAL, které jsou k s¢élpbraceny uhlovodikovynie®zci a ionogenni skupiny sffuji
ven.

Ziedné roztoky micelarnich koloidse vyznauji typickych pibchem zavislostitznych
fyzikalnich vlastnosti na koncentraci. Ty vykazujiomy, které u jinych roztak
nepozorujeme. Tento zlom potvrzuje skuiast, Ze v roztoku doSlafipCMC k vyznamnym
zmeénam. Existenceéthto typickych zavislosti nam umiage vyuZziti rozlenych metod
k ueni CMC, jakozto jednoho z n@jeézitejSich hodnoticich paramétru asociativnich
koloidi. CMC se bzre stanovuje ze zlomu koncentra zavislosti povrchového nép [23],
dynamického rozptylu s¥la [24] a dalSich fyzikalnich parametr

Dnes je pro svou rychlost a jednoduchost veliceufiopi metodou pro stanoveni CMC
metoda zaloZena naéheni fluorescence. Konkrétnnagiklad metod vyuZzivajici pyren
a jeho derivaty jako fluorescemi sondy je kuli vysoké citlivosti wnovana vysoka
pozornost. Je ddb znamo, Ze optické vlastnosti fluoresgdnh sond jsou sithovliviiovany
polaritou jejich prosedi. Pod CMC se budou sondy vyskytovat héave vodném prosedi,
zatimco nad CMC jsou inkorporovany downinicel. V giipac nedostat&ného objemu
micely neni fluorescemi sonda plé vélenéna do hydrofobniho prostoru, neni Gpln
rozpuséna v jade micely. Zm¢na prostedi sondy se projevi Zmou intenzity vibranich
pagi emisnich¢i excitatnich spekter a naslegizlomem v koncenttmich zavislostech [23,
25-27].

2.4 Opticke vlastnosti koloidnich soustav

Optické vlastnosti koloidnich soustav jsou &iltavislé zejména na fyzikalnich vlastnostech
koloidnich ¢astic — pedevsim jejich velikosti, elektrické vodivosti aastni absorpci stla
latkou tvaici disperzni fazi. Nejvice informaci z jevspojenych s interakci &ta
s koloidnimi soustavami poskytuji rozptyl a abserpetla.

Cisty rozptyl s¢tla nastava za podminky, Ze vinova délkatlavi. je podstats vétsi nez
koloidni ¢astice v soustav(o polongru r), plati-li tedy podminka >>r. Je-li tomu naopak,
dochazi pednostg k odrazu s¥tla a pak pozorujeme zékal (hrubé disperzni soystav

Pokud dochézi pouze krozptyluéta, zmenSeni intenzity dopadajicihoétta 1o na
hodnotul pii prichodu vrstvou o tlou&ex je dano formalé vztahem:

I =1,-expEr-X), (1)
kde t predstavuje turbiditu, ktera je mirou ahrnné energeptylené pi praichodu paprsku
swtla vrstvou suspenze o jednotkove tleeSna vSechny strany od tohoto paprsku.

Rozptyl s¥tla je slozity jev, ktery zahrnuje podle okolnostiraz, lom, ohyb a interferenci
swtla [21, 22, 25].
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2.4.1  Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu &la (DLS), nazyvana rowi jako fotonova korelmi
spektroskopie (PCS) je v stasné dob Siroce pouzivana pro stanoveni velikosti koloitinic
castic. Obvykle jsou vysledky wimeérené shod s vysledky elektronového mikroskopu.
Urcité nesrovnalosti ve vysledcich mohou byttispuzeny nap rozdilu mezi
hydrodynamickym pologrem, ktery nfiZze zahrnovat solvatai obal ¢i naadsorbovanou
vrstvu na povrchutastic, a skutenym polongérem. V gipadt polydisperznich systéimse
musi vzit do Gvahy pohyBastic rozdilnych velikosti a korelai funkce ma poté slozjgi
formu.

Ziskana pimerna velikost koloidnickiastic je vaZzena podle paté mocniny (tzv. Z-average)
takZze velk&astice jsou v této hodnovelmi nadhodnoceny a dokonce sézm stat, Ze frakce
malychg¢astic se Uplé ztrati ve velké intenzitz&eni rozptyleného natt8ichcéasticich.

2.4.2 Princip DLS

Principem metody dynamického rozptylu ¢da je mereni fluktuaci intenzity sutla
rozptyleného molekulami¢i ¢asticemi ve vzorku v fibéhu casu. B rozptylu swtla
molekulou se rozptyléast dopadajiciho stla. Kdyby byla molekula stacionarni, mnoZzstvi
rozptyleného sitla by bylo konstantni, ale jelikoZz vSechny molgkw roztoku difunduji
Brownovym pohybem vhledem k detektoru, existujeiférence (pozitivni nebo negativni),
které zmisobuji zn¢nu intenzity.

Cim rychleji ¢astice difunduiji, tim rychleji se #ni intenzita rozptyleného &ta. Rychlost
téchto zmen je tudiz pimo zavisla na pohybu molekuly. Difuzi molekul \rmipu ovliviiuji
nésledujici faktory:

e Teplota —¢im vysSi je teplota, tim rychleji se molekuly pohjib

e Viskozita rozpou&dla — ¢im vySSi je viskozita rozpou&tla, tim pomaleji se
molekuly pohybuji

e Velikost molekul —<¢im &tSi jsou molekuly, tim pomaleji se pohybuji

Jsou-li teplota a rozpoustio znamy a konstantni, pré@mlivost intenzity rozptyleného stla
je piimo umernd ,velikosti“ molekuly. Tato vetina se nazyvaydrodynamicky polo#n R;.
Tento polorgr je polongrem koule, jejiz hydrodynamické chovani je za dapéoty v daném
rozpoustdle stejné jako chovani sledované dispetastice.

Jak jiz bylo uvedeno, fluktuace intenzity rozptyddo s¥tla je zavisla na velikostiastic.
Okamzitou hodnotu fluktuace intenzity rozptylenélswtla vcase t popisuje pro
monodisperzni systém tzv. autokoeglafunkceg(t), ktera je definované vztahem

g(t)=ex;{;—ctj, )

kde tc je relax&ni ¢as. Relaxéni ¢as je charakterizovan jako doba iebtina k navratu
fluktuace k ptimérné hodnat intenzity rozptyleného stla. Hodnotu relaxaniho ¢asu Ize
vztahnout k difznimu koeficientd rozptylujiciché¢astic prostednictvim rovnice

ot
¢~ e ©

kdeq je rozptylovy vektor, jehoZ hodnota je funkci wodélky dopadajiciho #éni, indexu
lomu disperzniho médiaa uhlud, pod kterym je intenzita rozptylenéhosga meiena:
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Difuzni koeficienty ndtenych ¢astic je potom moZnofievést na velikostastic pomoci
Stokesovy-Einsteinovy rovnice:

KT
R = 621D’ )

kde D je transléni difazni koeficient,k je Boltzmannova konstantd, je teplota azy je
viskozita disperzniho prasdi [26—28].

2.4.3 Méreni velikostiéastic

Pri mefeni velikosti¢astic se provadi #&teni Brownova pohybu, které se uvadi do vztahu
s velikosti ¢astic. Dualezitym rysem Brownova pohybu pro DLS je to, Zersalé ¢astice
pohybuji rychle a velkéastice se pohybuji pomaleMéreni Brownova pohybu se provadi
osWtlenim¢astic laserem a analyzovanim fluktuaci intenzitpzptyleném sétle. Vystupem
meteni je dle nastaveni softwaru magdistribuce velikostiastic podle intenzity. Intenzita je
uvacna v procentech a udava, jakast intenzity paprsku dopadajiciho dastice je
rozptylovéana.

Typicky systém DLS se sklddé ze Sesti hlavnich pament. PedevSim se pouZivaser
(Obr. 7 —¢éast 1)jako zdroj s¥tla pro os¥tleni ¢astic vzorku uvnit cely (Obr. 7 —¢ast 2).
VétSina laserovych paprékprochazi imo skrz vzorek, aledkteré jsou rozptylen&asticemi
ve vzorku.Detektor (Obr. 7 —¢ast 3)se pouziva pro gieni intenzity rozptyleného &tla.
Detektor je v naSemifpad umistn do polohy v Uhlu 173° (detekceétpého rozptylu).

korelator

Obr. 7: Schéma z&zeni Zetasizer Nano progreni velikostastic
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Intenzita rozptyleného stla musi byt pro detektor uvhiuritého rozsahu, aby ji mohl
aspsre zneiit. Je-li detekovano iflis mnoho swtla, pak se detektorigtizi. Aby se tato
piekazka pekonala, pouziva se pro snizeni intenzity las&eslabovd" (attenuator)
(Obr. 7 —¢ast 4), ktery tudiz snizuje i intenzitu rozptylugigal intenzity rozptylu pro detektor
projde na desku digitdlniho zpracovani signalu aaau korelator (Obr. 7 —¢ast 5).
Korelator srovnava intenzitu rozptylu ¥kolika po sok jdoucich¢asovych intervalech, aby
odvodil rychlost, kterou se intenzitasmi.

Tato informace z korelatoru pakgjde dopocitace (Obr. 7 —¢ast 6) kde specidlni software
analyzuje data a odvozuje informace o velikost].[29

2.5 Elektrické vlastnosti koloidnich soustav

Pritomnost ¢astic disperzni faze a Siroce rozvinutého fazovébohrani v disperznich
soustavach podmije zvlastni raz jejich elektrickych vlastnosti d&egevSim vznik
tzv. elektrokinetickych jel. Podobg jako maly jednoduchy ion kolem sebe vyiviéntovou
atmosféru protiiont, tak se i kolem nabité koloid@gstice seskupuji malé ionty apeho
znameénka, takZze na povrchu téé&stice vznikaji d¥ nabité vrstvy, tzvelektricka dvojvrstva

il
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Sternova vrstva @ ?lektrické dvojvrstva
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povrchovy potencial - :
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Zeta potencial =+ ——
vrdalenast od pavrchi

Obr. 8: Elektricka dvojvrstva koloidniafastic
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V elektrické dvojvrst¥ Ize vymezit d¥ zakladnicasti. Kompaktni¢cast blizsi k povrchu,
kde pisobi adsorgni sily, a vzdalejsi difuzni cast, kde Ize tyto adsaipi sily zanedbat.
Vzhledem k povrchovému néboji koloidni¢hstic existuje potencialovy rozdil mezi jejich
povrchem a roztokem. Lze rozliSit dva druhy potélwiych rozdii. Prvnim z nich je
elektrokineticky potenciél, jehoZz hodnota je damékavym potencialovym rozdilem mezi
povrcheméastice a objemem kapaliny. Je odgdivy za jevy spojené s vedenim elektrického
proudu a za membranové potencialy. Druhym poteswidje elektrokineticky potencidl
(¢ potencial, zeta potencigl jimz se rozumi potencialovy rozdil mezi objemé&apaliny
a diftznicasti elektrické dvojvrstvy.

Podle Sterna je prvni vrstva, a s ni¢kalik vrstev protiionti, pritahovana k povrchu jak
elektrostatickymi, tak adso¥pimi silami. Cast protiiont tedy Zistava v blizkosti povrchu.
V této adsorpni vrstw dochazi k prudkému poklesu elektrického potenciéfibylé
protiionty, nutné ke kompenzaci naboje ibnurcujicich potencial, vytva v disledku
tepelného pohybu difuzrdast elektrické dvojvrstvy. Poriplavku elektrolytu do systému se
bude difuzni vrstva stt@vat a stale vice protiiotse ocitne v adsoépi vrstw. Zeta
potencial se bude sniZovat, az dosahneitdrmalové hodnoty. R fedni systému se difuzni
vrstva naopak roz8ije a zeta potencial roste.

Elektricky naboj dvojvrstvy charakterizuje a zarvevliviiuje stabilitu koloidnich
systénii. Zeta potencial, ktery odpovida naboiji difazasti dvojvrstvy, je pr&/mirou tohoto
naboje [25]. Obecnaétici cara mezi stabilnim a nestabilnim koloidnim systémsen
zpravidla bere 30 mV.Castice se zeta potencidlem kla@im nez +30 mV, nebo
zaporijSim nez —30 mV se norma@mpovazuji za stabilni.

2.5.1 Méieni potencialu zeta
Potencial zeta je ip méteni vyp@ten stanovenim elektroforetické pohyblivosti a poto
pouzitim Henryho rovnice:

_ 2szf(ka)
U ET 377 ! (6)

kde Ug predstavuje elektroforetickou mobilita je dielektricka konstanta,je zeta potencial,

n je viskozita rozpoustla af(ka) vyjadiuje Henryho funkci, ktera je charakteristicka pro
dané prosedi. Pro wtenif(ka) se obeck pouzivaji jako aproximace &hodnoty — bd’ 1,5
pro polarni média nebo 1,0 pro nepolarni.

Elektroforeticka pohyblivost se ziska provedenimekgbforézy vzorku. Zakladem
klasického mikroelektroforetického systému je celalektrodami na kazdém konci, na ktere
je aplikovany potencialCéastice se pohybuji sfrem k elektrod s op&nym nabojem, jejich
rychlost se ré&i a vyjadi se v jednotkach intenzity pole jako jejich pohybst. Rychlost
¢astic se i metodou laserové dopplerovy velocimetrig,gperé se sétlo rozptylené v Ghlu
17° kombinuje s referénim paprskem. To vyvolava kolisajici signal intéyyizkde pongr
fluktuace je umarny rychlosti¢astic [29].
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Obr. 9: Princip pohybwiéstic i méreni elektroforetické pohyblivosti [29]

Systém pro rreni potencialu zeta zahrnuje Sest hlavnich kompgodaRko swtelny zdroj
swtla je pouzivanlaser (Obr. 9 —c¢ast 1), pro ositleni ¢astic ve vzorku. Pro #&teni
potencialu zeta je zdroj &da rozdtlen, aby poskytoval dopadajici a refenein paprsek.
Laserovy paprsek prochazfesiemkyvety(Obr. 9 —¢ast 2) se vzorkem, a detekuje se rozptyl
v Uhlu 17°. Kdyz se na kyvetu aplikuje elektrickélegy vSechnycastice pohybujici se
v méieném objemu Zisobi, Ze detekovana intenzitaéda kolisd s frekvenci U&nnou
rychlosti¢astic.Detektor(Obr. 9 —¢ast 3) odesila tuto informaci Wiagitalni procesor signalu
(Obr. 9 —c¢ast 4). Informace nasledimpiejde dopoacitace (Obr. 9 —¢ast 5), kde je pomoci
softwaru vytvdeno frekvegini spektrum, ze kterého se naskedmxita elektroforeticka
pohyblivost, a tudiZz i potencial zeta. Pro z&j$tidedlni intenzity rozptyleného &la
v kyvet se pouziva zeslabavéObr. 9 —ast 6) [29].

slu €ujici
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deli¢ + kompenza éni
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Obr. 10: Schéma Zi&Zeni Zetasizer Nano proerieni potencialu zeta
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2.6 Fluorescence

2.6.1 Princip fluorescence, doba Zivota a kvantovy v¢¥ek fluorescence

Po absorpci sitla organickou molekulou v zakladnim stavi)(8ojde k excitaci elektronu,
ktery preskai z nizko leziciho orbitalu do nejblizSiho volnébrbitalu s vysSi energii. Timto
zpisobem nize dojit k vytvdeni bul’ singletového nebo tripletového excitovaného stavu.
V piipact singletového stavu ($ jsou spiny obou elektran antiparalelni. Vytveeni
takového stavu je z kvant®vynechanického hlediska nejpraypddobrjsi. V piipad
tripletového stavu (1) jsou spiny obou elektr@gnorientovany paraletn

Procesy, které se objevuji mezi absorpci a emilasjsou obvykle ilustrovany pomoci
Jabtaiskiho diagramu (Obr. 11), ktery také znamge molekularni procesy, k nimz e
dojit v excitovaném stavu. #@é procesy jsou charakterizovany vigdim fotonu a jsou
v diagramu ozngeny jako pimé Sipky. Nezlvé procesy se uskutguji mezi vibra&ng-
-rotatnimi hladinami éznych elektronovych stéy nengéni se pi nich celkova energie
systému, a tudiZz nedochazi k emisierd, nybrz jen ke zvySeni tepelné energie systému.
V diagramu jsou nex&é procesy ozngeny vinovkami.

4 Singletovy
systém B ¥
Tripletovy vibracni relaxace — A
systém (<10 s)
+ —
_ mezisystémowvy
o A — - piechod
= f Y {1072 _ 10 g) E
2 T, j il
? SR A 5,

h J

¥

i
absorpce (10 1 5)
-l —
mfwl*—'\vL

X B I

fluores cence
[1I]'5' 10 )

Obr. 11: Jabtaiskiho diagram
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Jakmile je molekula excitovana po absorpci fotomize se zbavit igbyt&né energie,
atim se vratit do zakladniho stavuizmymi deexciténimi procesy. Jedna se du
o fotochemické reakce, nebo o nézd piechody, pi kterych se zvySi tepelnd energie
systému. NejtleZit¢jSi jsou vSak procesy #aé, pri kterych dochazi k emisi stta, coz
znamena vyz&ni sételného kvanta. Obe&nse tyto procesy nazyvaji luminiscence.
Luminiscence je formathrozdtlena do dvou kategorii — fosforescence a fluoreseen
v zavislosti na povaze excitovaného stavu. Fosferese je fechod z energeticky vyssiho
triplexového stavu T do energeticky nizSiho stavw.S'ento pechod je spinay zakazan,

a proto probiha emise pomalu. Fluorescenceugedkem spinay dovoleného fechodu

obvykle z rovnovazné hladiny stavy & rekteré vibr&ni hladiny zakladniho stavw.S

DalSimi cestami které konkuruji fluorescenci jsoapn vnittni konverze, neZiveé
piechody (pipadré nasledované fluorescenci), intramolekulateines a konformai zmeny.
Dale mohou fluorescenci také konkurovat interakgaysni molekulami v excitovaném
stavu. Pikladem takovych interakci mohou byitepuny elektrof a protori, pfenos energie
nebo tvorba excimeru nebo exciplexu. Tyto deegnitadrahy mohou konkurovat
fluorescerni emisi, pokud probihaji gasovém naitku srovnatelném s pmérnou dobou,
béhem které se molekuly vyskytuji v excitovaném staviluorescence je vSak
nejpravépodobréjSim deexcitdnim procesem. Lze ji pozorovat po celou dobu byzdaipo
jeho ukorteni u \tSiny latek prakticky ihned zmizi.

Doba Zivota(tp) fluorescence je gmérny ¢as mezi jeho excitaci a navratem do zakladniho
stavu; je velmi dleZitou vlastnosti fluorofdra vyjaduje se vztahem

To

__t
>k (7)

kde k je rychlostni konstanta reprezentujici deakinigrocesy.

e

Druhou nejdlezit¢jSi vlastnosti fluorofai je kvantovy vyZzek fluorescencédg). Jedna se
o podil intenzity fluorescence & intenzity absorbovanéhocsha |a:

o -1e_ K

LYK ®)

kde k zn&i rychlostni konstantu fluorescence [30, 31].

2.6.2 Emisni a excit&ni spektrum fluorescence

Kazda fluoreskujici molekula ma &eharakteristicka spektra — emisni a exeitaExcitacni
spektrumje zavislost intenzity fluorescence na vinové délmebo energii, vinau, ¢i
frekvenci) @i konstantni vinové délce emitovanéhorerd. Vyjaduje relativni @innost
raiznych vinovych délek excitujiciho &ni. Exciténi spektrum by rdo byt shodné se
spektrem absotmim, ale ve skutanosti se od sebe liSi, protoZze exsitaspektrum obsahuje
pouze ty pasy absamiho spektra, kde dochazi kizé deexcitaci, tedy vzniku fluorescence.
Emisni spektrunfe zavislost intenzity fluorescence na vinové déltebo energii, viniu, ¢i
frekvenci) @i konstantni vinové délce budicihotedi. Emisni spektrum je charakteristické
pro dané sloteniny. Byva zrcadlovym obrazem spektra ab&oitmo, coz je zfisobeno tim,
Ze absorpce i emise z odpovidajicich si ubfeh hladin maji stejnou relativni
pravdpodobnost. Rozdil energii mezi maximy abgaipo a emisniho pasu se nazyva
Stokesv posuv
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Obr. 12: Zrcadlova symetrie absafiho a emisniho pasu, Stoleposuv

2.6.3 Zakony a pravidla pro fluorescenci

Fluorescence jé¢izena ®kolika pravidly. Prvnim z nich je&tokesv zakon ktery iika, Ze
vinova délka luminiscemi emise pi fotoluminiscenci je vzdy &Si nebo rovna vinové délce

excitatniho s¥tla (lem= hex). V praxi to znamena, Ze excitd swtlo ztraticast své energie,
coz se projevi prodlouzenim vinové délky emitovangdieni.

Druhym pravidlem jeKashovo pravidlp podle #hoZ dochézi fed emisi fluoresceniho
kvanta k relaxaci vibkai energie a vnihi konverzi, takze nastava fluorese¢en prechod
z nejnizsi vibrani hladiny prvniho excitovaného stavu Buvodem je, Ze energeticky rozdil

mezi vySSimi excitovanymi stavy a stavemj& maly, nezévé prechody z&chto staw do
z&kladniho stavu probihaji velmi rychle.

Tretim principem jeVavilowiv zakon ktery tvrdi, Ze kvantovy vgfek a doba trvani
excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku negiana vinové délce budiciho izai.
Z toho vyplyva obecna vlastnost fluorescence @dcemisni spektra jsou nezavisla na vinové
délce excitace.

2.6.4 Zhaseni

ZhéSeni fluorescence Ize definovat jako bimolekiilaroces, ktery sniZzuje kvantovy ¥gek
fluorescence beze zmy fluorescetniho spektra. NMize byt disledkem #@znych proces
odehravajicimi seiznymi mechanismy. Jejich zakladni princip vystiholecné schéma:

M*—25>M,

kde M vyjadiuje excitovany stav molekuly, M zakladni stav molglka Q oznauje zhase.

Srazkové (dynamické) zhaSemastava, kdyz je fluorofor v excitovaném stavuktigavan
(tzn. navraci se ne#ia¢ do zakladniho stavu)tipsrazce s molekulou zhase Molekuly
nejsou pi tomto procesu chemicky zmeény na rozdil odstatického zhaSenkdy se po
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kontaktu fluoroforu a zhaSedla vytanefluorescetni komplex. SamozhaSenje zhaseni
fluoroforu jim samotnym; nastava rfapti vysokych koncentracich fluoroforu [30, 31].

2.6.5 Tvorba excimeru

Nekteré fluorofory, z nichZz nejznéf$im pikladem je pyren, mohou interagovat nejen
s rozpoudtdly, ale také sami navzajem. Komplexy vzniklé tingpisobem se nazyvaji
excimery. Excimer je dimer v excitovaném stavu.nfese o stechiometricky komplex, ktery
je vytvéen g srdzce mezi excitovanou molekulou a stejnou niémxanou molekulou.
Schéma tvorby excimeru je vyobrazeno na Obr. 13.

W@ = [@©]
huuTlhuM lh v

pas pas
I £  monomeru excimern
IM IE

A
Obr. 13: Schéma tvorby excimeru a odpovidajici pasiazkovém spektru

Excimer je charakterizovdn v emisnim spektru vigstpasem. Emisni pas excimerové
fluorescence je posunut k vySSim vinovym délkamsk@/nani s fluorescenci izolovanych
molekul. Na rozdil od monomerniho emisniho pasuykaxuje excimerovy pas vibiai
strukturu. Intenzita fluorescence excimeru v enmsrdpektru roste na uUkor fluorescence
monomeru [30].

Pokud dochazi v systému se zvySovanim koncentéticg ke snizovani fluorescence, je za
zhaseni fluorescence zodgdma nap. praw tvorba excimeru. Funkci zh&% na sebe
piebird samotna molekula fluoreskujici latky (hampyren). ZhasSeni vlivem tvorby excimeru
je tedy druhem samozhaseni.

Vytvaieni excimeru je difaznkontrolovany bimolekulovy proces, ktery #di kinetikou
2.fadu. Kinetika 2radu je zavisla na difazi, ktera je rt@po Un¥rna viskozit prostedi.
Pontr intenzity fluorescence excimeru a monomeru je¢/ tekiazatelem viskozity prasdi,
ve kterém se pr&wmnachazi fluoresceéni sonda (nap pyren) [32].

2.6.6 Fluorescertni sonda — pyren

Fluorescetini sondy jsou nevlastni fluorofory, které se kedsi@né struktte vazou
nekovalenta a ¢asto gitom meni své fluorescami vlastnosti. Volba fluorescéni sondy je
klicovou soudasti experimentu ve fluorescem spektroskopii, nehopraw jeji vlastnosti
umo#iuji ziskat patebné informace.

Pyren je polyaromaticky uhlovodik s vysokou symetrs unikatni reakci na polaritu svého
okoli. M4 v koloidnich roztocich prakticky vZzdy detrozliSenou vibréni strukturu emisniho
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spektra. Rechod 0-0 je zavisly na polaribkoli a je lokalizovan u vinové délky 373 nm.
Referegnim pasem je igchod 0-2 u vinové délky 384 nm. Pamintenzity fluorescence
maxim €chto pas je obrazem polarity okoli pyrenu. Pro polarni pifedi je hodnota po#nu

v rozsahu 1,25-2,0, pro nepolarni (uhlovodikovéspedi se hodnota vyskytuje v rozsahu
0,57-0,61 [33]. Hodnoty pro polarni priEdi jsou typické pro vyskyt pyrenu ve vodném
prostedi. Hodnoty pro nepolarni préstli jsou typické pro ifpad, kdy je pyren jiz pkn
solubilizovdn v kompaktnich micelach. Tyto micelyys tvarem, velikosti i pevnosti
nedovoluji polarnimu prostdi difundovat do jejich vribiho prostoru. V micelarnim
prostedi je hodnota po#énu v rozsahu 1,1-1,5 [33]. Tento rozsah hodnot aage, Ze pyren
je jiz lokalizovan v micelach, které jgShejsou piliS pevné ani kompaktni a dovoluji
polarnimu prosedi difundovat do jadra a zvySovat tim polaritué&temprostedi [34—36].
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Obr. 14: Struktura molekuly pyrenu a vilira struktura emisniho spektra pyrenu

Pyren tvagi excimer s emisnim maximentigt70 nm. Intenzita fluorescence excimeru je
piimo umerna pravdpodobnosti tvorby excimeru.iiPkoncentraci tenzidu pod CMC je
pravéEpodobnost tvorby excimeru velmi nizk&i postupném zvySovéani koncentrace tenzidu
az na koncentraci blizici se CMC, kdy se pra&inaji v roztoku tvéit micely, se pyren
zaina lokalrt koncentrovat. Prawgodobnost srazky dvou molekul pyrenu v jedné misele
zvySuje. ZvysSuje se tedy také prapddobnost tvorby excimeru a intenzita fluorescence
excimerového pasu roste. S dale rostouci koncéntiemzidu, resp. micel v roztoku,
pravdépodobnost obsazeni micel @wa molekulami pyrenu zase klesa, protoZze dana
koncentrace pyrenu je jiz pod Urovni koncentraceeini roztoku [37].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Noske I&iv jsou v sodasnosti stale vice studovany v kontextu vyvoje peusickych
systéni pro I&bu mnoha typ onemocsni. Tyto nosie by nely piedevSim umoznit
prodlouZzenou cirkulacidinnych latek v krevnintecisti, fizenou aktivaci a dinek selektivis
zaneieny na cilovou tk& Tim Ize omezit nezadouctiaky terapie, zajistit rozpustnost ve
vodk nerozpustnych aktivnich latek apod. Cileny transpé&iv je zaloZzen na obecném
postupu, kdy nand@stice v sob enkapsuluje k&vo. Fritom ¢astice sama nebo rozpoznavaci
elementy na jejim povrchu uiin na zaklad specifickych receptdrna povrchu biiky najit to
pravé misto pro dinek [18, 38]. Byla vyvinuta celféada nogiu, zaloZzenych na rozpustnych
polymerech, lipozomech, dendrimerech [39] a polyrf@r micelach [35, 39, 40].

V neposlednitact je vsowdasné dob také uvazovano o vyuziti interakci tenkid
a polyelektrolyt jako vhodného zsobu gipravy cilenych nosii 1éciv [1, 2]. Takové
systémy jsou spojenim vyhod obou latek. Tenzidctto systémech vytvé hydrofobni
prostor, ve kterém je moZné solubilizovatiV®, polyelektrolyt zajiSuje vrejSi ochranu
agregal a cileni na specifické misto v organismu. Zfin model je vSak zra¢
zjednoduseny a je velmiikbzité jeho blizSi prozkoumaniigrevsim pak podminky interakce
mezi komponentami a stabilita agreigat

Jako velmi vhodny polyelektrolyt se jiz dlouha léé&i hyaluronan [41-43], diky jeho
biokompatibilig, unikatnim chemickym a fyzik&lnim vlastnostem hagmnosti interagovat
sreceptory na povrchu btkh V komplexech hyaluronan-tenzid se projevuji neje
elektrostatické ale také hydrofobni interakce at&ysje tudiZz vice stabilni. Interakcemi
tenzidi s polyelektrolyty, ¥etné hyaluronanu se zabyvajidci z celého ssta jiZz fadu let
[44]. Podminkami a problémy interakci tenkid hyaluronanem se zabyvdlhalberg, K.
aspol. [45, 46]. Byly zkoumany interakce mezi sodnou séliseliny hyaluronové
a kationtovymi tenzidy siznou délkourettzce. Systémy byly zkoumany pomoci metod
fazové separace, dgfeni vodivosti, NMR a pomoci solubilizaich experimerit Bylo
zjiSttno, Ze navazani tenficha polymer z&né (i koncentraci tenzidu az ogkolik radi
nizsi nez je jeho kritickd micelarni koncentracesygtému tedy postupnymiigavanim
tenzidu dochazi k navazani molekul tenzidu na hgalan, dalSimi davky tenzidu se
piislusné agregaty stabilizuji a teprve po dalSfidgvku tenzidu se v roztoku &aaji tvait
i volné micely. Micely vazané n&tzce hyaluronanu maji mensi velikost neZz odpovidajic
volné micely. Interakce tenzida hyaluronanu je velmi zavisla na déteg€zce tenzidu, ale
v podstat nezavisla na molekulové hmotnosti polymeru nagtau minimalni hodnotou.

Interakcemi tenzidl s hyaluronanem se dale zabywéilh, D. a spol. [47]. Byly zkouméany
mozné interakce hyaluronanu a terizid to aniontovych i neionogennich, pomoci metody
fluorescekini spektroskopie. Dale byl také zkouman vliv ddiSgacharid na gislusné
interakce. Xu, J. a gspol. [48] zkoumali systém kationtovy tenzid-hyaluronaretodami
dynamického rozptylu stla, meteni zeta-potencidlu, mikroskopie a turbidity. Vyig
danych studii potvrdily, Ze dané systémy vznikagdevsim elektrostatickymi interakcemi
a ze ptbeéh navazani tenzidu n#&etzce hyaluronanu je podng&m molarnim porérem
jednotlivych slozek. Samovolna agregace sloZekstesyu vede k tvokbmicelarni agregéat
typu ,core-shell”.

Stabilita a solubilizéni vlastnosti agregatbiopolymer-tenzid jsou idezitymi parametry
pro jejich dalSi vyuziti. Oba tyto parametry je mozvyhodnotit pomoci fluorescemi
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spektroskopie, kdy je hydrofobni¢léo predstavovano hydrofobni fluores¢an sondou.
Touto problematikou se zabyvaji odbornici z celéfatia [49-51]. Z fluorescaiich sond je
snad nejpouzivaisi pyren [52-55]. Pyren je z hlediska vlastnostig emisnich spekter
povazovan za sondu se schopnosti charakterizolaitpo arovei jeho blizkého okoli¢imz
je vhodnou sondou ke studiu procesu micelizace ragage v systému hyaluronan-tenzid.
Velmi dolkre rozliSena vibréni struktura emisniho spektra je vysoce zavislapakrit
rozpoustdla. Zmeny ve vibra&ni struktde nastdvaji v celém spektru, avSak nejvyzngsin
rozdily zavisejici na polatitprostedi fluorescetni sondy se vyskytuji u vrchol@iB73 nm.
Vrchol pii 384 nm je vyuzivan jako referemi pés. Vyjagenim pordru intenzity
fluorescence i téchto dvou vrcholech ziskdvame parametr velmi gitliwa polaritu
rozpoustdla.

Wilhelm a spol. [56] a nasleda také Astafieva a spol. [57] poukéazali na to, Ze pam
intenzity fluorescence dvou nejvyznagjiich vrcholi emisniho spektra neni pravym
ukazatelem pro zji8hi patdtku micelizace, protozZe je tato hodnota zavisl¥lnavé délce
excitace. Takze ip excitatni vinové délce nap 339 nm by se po#&n posunul ve prosgch
pyrenu v hydrofobnim prasdi (v micelach), kdeZtofp333 nm je hodnota signnakloréna
k pyrenu ve vodném prdsdi. Autdi ukazali, Ze koncenttai zavislost poréru intenzit
fluorescence i 333 nm a 338 nm excitaiho fluorescetniho spektra je citligjSi k pravému
pocatku micelizace.

DalSimi vhodnymi technikami pro studium stability@ikostnich charakteristik koloidnich
soustav je metoda dynamického rozptylétleva néreni zeta-potenciélu. Tyto metody byly
prostudovany v Siroké oblastiaznych koloidnichiastic [49, 58—61]. Studium bylo provedeno
v neposledniadt také u nandastic uvazovanych k cilené doptaaktivnich latek [35, 62,
63].

Je dobe znamo, Ze tenzidy vytigji agregaty zvané micely. &ek tvorby micel
charakterizuje kriticka miceléarni koncentrace (CMTA je zavisla na tepkoa pH. Méfenim
povrchového nafti bylo zjisS€no, Zze CMC se vrozmezi pH 7-10¢mh aZz o jedenfad
a s rostouci teplotou dochazi k rychlejSimu poklpsurchového nafti roztoku [64]. Dale
bylo mgienim nérné vodivosti zji&tno, Ze CMC vlivem teploty nejprve klesa a pak zaste
[65, 66]. Je tedyiejmé, Ze tvorba micel povrchéwaktivnich latek je ovliviina teplotou
i dalSimi podminkami ippravy. Je tedy logické, Ze by rfédgpad teplota mohla ovlikovat
i ptipravu komplex polymer-tenzid. Tato problematika byla zkoumanepoi fluorescetni
spektroskopie na s¥mich micel amfifilnich blokovych polymers tenzidy v zavislosti na
obsahu tenzidu ve s1si. Bylo zjiS€no, Ze s rostouci teplotou dochézi k poklesu ho@h€
a s rostoucim obsahem tenzidu vesing polymerem dochazi k mirnémuisiu [67].

| ptes velky zajem o hyaluronan a jeho komplexy wasuné dob existuje jen velmi malo
studii zabyvajicich se vlivem podminekigravy a konkrétnimi kroky fijpravy tohoto
systému. & je logickeé, Ze by fiprava systéemu &ha mit vliv na jeho vysledné vlastnosti,
véetng stability ¢i solubilizatnich vlastnosti, coz dokazuiji dilstudie, ¥etrg moji bakaléské
prace [68], je tato problematika dosud velireldizena a opomijena.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

Hyaluronan sodny

Tenzid

Fluoresceréni sonda

Rozpousgédla

Ostatni chemikalie

Hya M,, = 73 kDa, CPN spol. s.r.o., Sarze 071207-P1
Hya M,, = 1,46 MDa, CPN spol. s.r.o., Sarze 141008-E1

CTAB (cetyltrimetylamonium bromid), M= 364,46 gmol ™,

CAS: 57-09-0, Sigma, Ultra 98,0 % Sarze 117K0732
CHg Br

HaC—(CHy);5N—CH

CHs

Pyren, CAS: 129-00-0, Fluka, puriss p.a. for flsmence,
Sarze 129000

Aceton Pentagistota 99,5 %,
Mili-Q voda (Milipore Akademic)

NaCl (chlorid sodny), CAS: 7647-14-5, LachNer s,rmpa.,
Sarze 30453
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4.2 Piehled experimenti

Nejprve byly navrzeny experimenty pro porovnaniwlteploty na stabilitu a solubilizai
vlastnosti komple& hyaluronan-tenzid. Rozhodujici byld&i ptipravw systéni teplota i
smsSovani jednotlivych roztak

Pro experimenty byly vybranyitkonkrétni teploty: BZzna laboratorni teplota (25 °C),
zvySena teplota, kteragustavovala fyziologickou teplotu (37 °C) a vysdkglota (70 °C).
Byly také provedeny experimenty pro zhodnoceniwkwmrazeni hotovych systémma jejich
stabilitu.

Experimenty byly provashy dwma metodami zohledijicimi zpisob, jakym byla do
systému zavedena fluoreséehsonda. Jako fluoresaeri sonda byl zvolen pyren. \fipact
prvni metody byly zataté zasobni roztoky CTAB, hyaluronanu a pexit nejprve smichany
a teprve poté davkovany do vialek, na jejichzndth byl nanesen pyren standardnim
zpisobem. E druhé metod byl nejprve pyren fedsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB.
Nasledr® byly vSechny zasobni roztoky &pzatraty a poté smichanyimz byl gipraven
konegny systém.

Experimenty byly provedeny s&yimi raiznymi kombinacemi hyaluronanu a tenzidu.
Koncentrace jednotlivych latek byly vybrany na zaklvlastni bakalgské prace [67], v niz
byl proveden a diskutovan v§tb vhodné kombinaceéthto latek pro dalSi experimenty
s pihlédnutim k vyuZziti ve fluoresceni spektroskopii. Konkrétnbyl tedy pouZit nativni
hyaluronan o koncentraci 15 md:-la tenzid CTAB o koncentraci 0,6 mmat:| Prostedi
jednotlivyclh systénn bylo tvareno bu’ vodou (Mili-Q) nebo roztokem NaCl o koncentraci
0,15 mol-T-.

4.3 Priprava systémi

4.3.1 Zahraté roztoky davkovany do vialek s pyrenem

Nejprve bylo datistych vialek napipetovano gebné mnozstvi zaéitého zasobniho roztoku
CTAB o koncentraci 6 mmol tak, aby vysledna koncentrace ve vzotkila 0,6 mmol T
Poté byl napipetovan do téze vialky #@ty zasobni roztok hyaluronanu o koncentraci
0,1 g-T. Vysledna koncentrace hyaluronanu ve vzogkila 15 mg-T:. Nakonec bylo do
vialky napipetovano pé¢bné mnoZzstvi zaété Mili-Q vody nebo roztoku NaCl o koncentraci
0,15 mol-T~. Celkovy objem vzorku byl 5 ml. Teploty vSech Zasith roztok pred
smESovanim byly 25 °C, 37 °C nebo 70 °C.

Do jinych vialek byl mezitim napipetovan zdsobnitok pyrenu v acetonu o koncentraci
2-10*mol-I'™. Vysledna koncentrace pyrenu ve vzottuila 2-10° mol-I'. V digestai byl
z vialek odp&en aceton.

Na zavr bylo z gipraveného zatatého systému odpipetovano 4 ml roztoku, ktery byl
kvantitativre pirenesen do vialek ggdgripravenym pyrenem. iiprava vSech vzoik byla
provedena 3krat.

Vialky byly zavickovany a ponechany prepavat 48 hodin. Poté bylo provedenéiemi
na fluorescetnim spektrometru AMINCO-Bowman Series 2.
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4.3.2 Pyren predsolubilizovan v roztoku CTAB

V piipact, kdy byl pyren pedsolubilizovan v roztoku CTAB bylo postupovano obck,
pouze s #&kolika odliSnostmi. Pyren nebylfipravovan v jiné sad vialek, nybrz byl jiz
piedsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB. Vyslednénéentrace pyrenu v zasobnim
roztoku CTAB¢inila 2-10°mol-I™,

DalSi kroky gipravy byly provedeny stejnako u gipravy 4.3.1. Zaiaté roztoky CTAB,
hyaluronanu a pro&di byly smichany, vialky byly nasleglmavitkovany a ponechanyepat
48 hodin.

4.3.3 Zmrazeni systéni

VSechny pipravené vzorky byly po pro#heni ulozeny do mrazaku v labor&étoTam byly
skladovany @ teplog priblizné -18 °C po dobu 24 hodin. Poté byly vSechny vzorky
rozmrazeny ve vodni lazni o tepio25 °C. Vzorky byly vytemperovany na 25 °Gi Bto
teplo& byly vSechny vzorky off promgieny identickym zpsobem jako vfedchozim
piipads.

4.4 Méreni a vyhodnoceni dat

4.4.1 Fluorimetrie

Méteni byla provagha na luminisceimim spektrometru AMINCO-Bowman Series 2. Stala
teplota néenych vzork 25,0 £ 0,1 °C byla zaji§ha pomoci termostatu.

Jako fluorescemi sonda byl vybran pyren. Bylydgfeny fluorescetni emisni a excitai
spektra. Emisni sken byl dren v rozsahu vinovych délek od 360 do 530 nin,ryrhlosti
skenu 5 nns . Excitani sken vrozsahu od 310 do 340 nnii, $tejné rychlosti skenu.
Monochromator emise byl nastaven na 392 nm a maootitor excitace na 336 nm.
Citlivost fotonasohie byla nastavovana automaticky.

V emisnim spektru byla sledovana intenzita prvrahi@tiho maxima $ vinovych délkach
373 a 384 nm. Po#n téchto dvou maxim je praco¥rozna&ovan jako emisni polaritni index
EmPI. Tento porr je obrazem polarity okoli pyrenu. Je pouzivan pjiéteni lokalizace
pyrenu v systému a pro zj#ti hodnoty kritické micelarni koncentrace.

V emisnim spektru byla také sledovana hodnotaaity fluorescenceiip 470 nm. Bi této
vinové délce se vyskytuje emisni maximum excimeyrepu. Pondr intenzity fluorescence
maxima excimeru £) a intenzity fluorescence prvniho maxima monon{&li je ukazatelem
pravdpodobnosti tvorby excimeru v systému a uziva sé fako viskozitni parametr diky
faktu, Ze tvorba excimeru je dif&kontrolovana.

V excitatnim spektru byla sledovana intenzita fluorescerc838 a 338 nm. Po#n téchto
intenzit je pracové ozna&ovan jako exciteni polaritni index ExPl a je také ukazatelem
polarity v okoli pyrenu.

4.4.2  Dynamicky rozptyl svétla

Vzorky, jejichZ prostedi tvdila voda, byly promiteny metodou dynamického rozptylweta.
M¢éfeni byla provagha na ztizeni Zetasizer Nano od spét®sti Malvern Instruments.
U vSech vzorl byla neiena distribuce velikostiastic v systému (reZirsize a zeta-potencidl
(rezimzetg.
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Pri méreni byl sledovan iedevSim tvar koretmi funkce (Obr. 15) a et detekovanych
fotona za sekundu, tzvcount rate(rychlost¢itani) (Obr. 16). Oba tyto parametry vypovidaji
o kvalit¢ vzorku. Nasled& byla vyobrazena intenzitni distribu¢éstic.
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Obr. 15: Korelani funkce v zavislosti na kvalivzorku [29]
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Obr. 16: Vyobrazeni count rate v zavislosti na kyalzorku [29]
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V pripact méteni zeta-potenciélu byl sledovan také tzv. phase(fdzové vyneseni), ktery
vyjadiuje fazovou odezvu na viozené sama elektrodach #fici cely. Na poatku nereni
dochazi k pepolovani elektrod ufici cely velmi rychle, az 15krat za minutucehoz
software u&i elektroforetickou mobilitu a nasleginstedni hodnotu zeta-potencialuti P
dostaténe nizké vodivosti vzorku dojde nasledk pomalému pulzu n&g, diky nsmuZz
dochazi k vyladni a zgiesreni méteni a uéeni distribuce zeta-potencialu. Yipad vysoké
vodivosti vzorku k delSimu pulzu nedochazi, protb¥evloZené nafii mohlo narusit vzorek
a mohlo by dojit k zoxidovani paladiovych elektr®dpiipack, je-li ,phase plot* vyobrazen
v kladnych hodnotach, znamena togastice v systému maji ¥j$i kladny naboj. V opmém
piipadt jsou agregaty v systému nabity zagorrs tvarem ,phase plot* souvisi také
frekvertni posun viny paprsku. Frekvence refér@ho paprsku je 320 Hz. K fazovému
posunu dochazitppraichodu paprsku mezi elektrodamgiiti cely ve vzorku. Posun fazi
k vy$8im hodnotam zga kladny nabojc¢éstic ve vzorku, posun k hodnotam mensim nez
320 Hz znai zaporny nabojastic.

M¢éienisizei zetabylo provedeno ve slozené kapilarni cele. Temp@rovzorki na 25 °C
bylo provedeno automaticky po nastaveni softwapgt ®ylo provedeno &feni vzorki pred
zmrazenim i po rozmrazeni.

443  Statistika

VSechna fluoresceéni meteni byla provagha minimalg tiikrat. Prezentované vysledky

pomera EmPI, ExPI ad:ly jsou paimérem ze vSech tiieni provedenych na danych vzorcich.
K jednotlivym hodnotam byla stanovenaé&uodatna odchylka pomoci programu MS Excel.
Smeérodatné odchylky v grafech zna#aji chybové Usiky.

Méteni DLS byla provedena také miniméltikrat. Prezentované zavislosti jsouperem
téchto nefeni.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Fluorimetrie

5.1.1 Zahraté roztoky davkovany do vialek s pyrenem

Sloupcové grafy na Obr.17 a Obr. 18 znémpr viiv teploty roztoki (tj. CTAB

a hyaluronanu v prastdi vody nebo soli) ip jejich smESovani na polaritu vysledného
systému, ktera je zastoupena polaritnim gem EmPI. Tyto grafy vyobrazujifipad, kdy
byla fluorescetni sonda fipravena v odliSné sadvialek odp#enim prostedi acetonu

v digestdi s naslednym davkovanim jiztipraveného systému na sondu. Je zde také
znazorgn vliv zmrazeni systému na jeho naslednou polaritu.

V grafu na Obr. 17 jsou znazeny polaritni indexy systém jejichZ prostedi bylo tvdéeno
vodou. Z grafu je patrné, Ze teploté pneSovani roztolk méa vliv na polaritu systéia to
zejména v fipact vysokomolekularniho hyaluronanu. Porovnanim jeldnah dvojic
sloupd nelze sice vypozorovat Zzadny vyznamny trend vstésti na teplat, ale je ¥ejmé,

Ze teplota gakym zpisobem systémy ovlilje. Polaritni index je ve&sSineé vzorki mirng
nizsi ged zmraZzenim, pouze Yipact systému, ktery obsahoval vysokomolekularni
hyaluronan §i smeéSovaci teplat 37 °C, polaritni index vzorku po rozmraZzeni vyrazn
pievySuje polaritni index vzorkui@d zmraZzenim. Dale si lze vSimnout, Ze hodnoty
polaritnich index jsou v gipad nizkomolekularnino hyaluronanu vyrove@gi nez

v pifipadt vysokomolekularniho, coz nazhge, Ze systém obsahujici vysokomolekularni
hyaluronan je citli¢jSi ke znénam v teplat pii priprav systému.
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Obr. 17: Porovnéni vlivu teplotyfppriprave systéni hyaluronan-tenzid v progdi vody a vlivu
zmrazeni systému na polaritu systému ziskanousnigmifluorescemiho skenu
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Obr. 18: Porovnani vlivu teplotyppriprave systém hyaluronan-tenzid v progdi roztoku NacCl
(c = 0,15 mol™) a vlivu zmraZeni systému na polaritu systémaatskz emisniho
fluorescedniho skenu

V grafu na Obr. 18 jsou vyobrazeny polaritni indesysténi v prostedi soli. Lze si
vSimnout mirného poklesu polarity (tzn. nizSi hagn@omeru EmPI) v porovnani se
systémem, jehoz prdsdi tvdila voda (Obr. 17). Tato z¥na je zfisobena rozdilnou
hodnotou kritické micelarni koncentrace CTAB ve &@dv roztoku NaCl. Zatimco ve véd
se hodnota CMC pohybuje okolo 0,9 mrhid| v roztoku NaCl jde o hodnotu i&d niZsi.
V prostedi vody se tedy s vyslednou koncentraci CTAB 6o ™ pohybujeme v oblasti
blizké CMC. Micely se vroztoku teprve &aaji tvait. Pravdpodobri jsou v roztoku
piitomny prvni micely, premicelarni utvary a volné letaly tenzidu. Porr EmPI je
charakteristicky pro prostdi micel, u kterych ale dochazi k difuzi polarnjjrostedi skrze
stnu micel,¢imZ se zvySuje polarita jejich vihitiho prostedi. Na druhou stranu v préesli
roztoku NaCl se pohybujeme v oblasti vysoko nad CMQoztoku je pitomno mnoho
micel, které poskytuji hydrofobni prostor pro newai sondu. Pyren by tedyéimbyt plne
solubilizovan v micelachiemuZz odpovidaji i hodnoty pamu EmPI.

Z grafu je dale &&jmé, Ze polaritni indexy jsou v ramcielryvu chybovych usek
v pripac nizkomolekularniho hyaluronanu vyrovnangeg zmrazenim systému i po jeho
rozmrazeni. U systéim které obsahovaly vysokomolekularni hyaluronarpggrny o mco
vyrazrejSi rozdil polaritnich index pied zmrazenim systému a po jeho nasledném
rozmrazeni. V fipad smeSovaci teploty 25 °C je po rozmraZeni systému pinlamdex
nizsi, i 37 °C a 70 °C se polarita systému po rozmrazeémemavysila.

Po rozmrazeni vSech vzdarkyl pozorovan jemny zakakdh vzorki, jejichZz prostedi
tvorila voda. Byla pozorovanaipomnost malych srazenin ve vzorku. V roztokejam¢ doslo
vlivem zmrazeni k vytvieni WtSich agregat Tuto dominku potvrzuji i vysledky ziskané
meétenim dynamického rozptylu &la (viz kapitola 5.2). Zakal ovSem nebyl nijak &gny
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a ani i metreni fluorescence se neprojevil zkreslenim spektaorky, jejichZ prosiedi tvdil
roztok NaCl, byly vSechny zcet@ré. Tato odliSnost je pragédodobré zpisobena potksenim
elektrostatickych interakci v systému titpmnosti soli.

Grafy (Obr. 19, Obr. 20) znazaiji opst vliv teploty pi pripraw systéni a vliv zmrazeni
téchto systém na jejich polaritu. Polarita systénje zde vyobrazena pomoci polaritniho
indexu ziskaného z excitaiho fluorescetniho spektra. Excitai spektrum je podlgvilhelm
a spol.[55] dalSim vyznamnym ukazatelem polarity v okalngy.

Systémy, jejichz progtdi tvai voda (Obr. 19), &Sinou nevykazuji zadny vyznamny vliv
teploty ani zadny vliv zmrazeni systému. U systémbsahujicich nizkomolekularni
hyaluronan dochazi vlivem zmrazeni systému k mitnénizZeni polaritnich indéx zatimco
v ptipadt vysokomolekularniho hyaluronanu je tomu naopakzriveme-li ovSem v Uvahu
piekryv chybovych us&k, hodnoty polaritnich indéxExPl se pevazre shoduji. Vyjimku
vSak tvdi systém, ktery obsahoval vysokomolekularni hyalaro a byl pipravovan pi
teplot roztoki 37 °C. Hodnoty ExPI jsou vyraZvyssi nez ostatnéimz se prohlubuje trend
viditelny u polaritnich porra EmPI (Obr. 17).

U systéntd, jejichz prostedi tvdil roztok NaCl (Obr. 20), izeme pozorovat nizSi hodnoty
poneria ExPI, které jsou ukazatelem polarity blizkého oKliorescegini sondy v porovnani
se systémem, jehoZ pristi tvdila voda. Vys¥tleni tohoto poklesu je uvedeno v koménta
grafi na Obr. 18 a Obr. 19. Prawznena prostedi ma za nasledek tento pokles, nebo
hodnoty kritickych micelarnich koncentraci jsouizé& na druhu progdi.

DalSim vys¥étlenim miZe byt gitomnost takovych agredat které jsou kompaktjsi
a nedovoluji prodifundovani vody skrze jejicherat. Pra¢ prostedi soli, které ma za
nasledek odstémi repulzi mezi agregaty a také mezi polarnimi vhfai“, které tvai stnu
micely, je zodpo¥dné za nepropusijgi senu micely. VSimneme-li si konkrétnich hodnot
polaritnich pomira ExPI (tabulka v Hloze 1) a srovname-li hodnoty pro pih@sti vody
a soli, zjistime, Ze hodnoty péni pro vodu jsou &sSinou typické pro lokaci pyrenu
v polarnim prosedi a v prosedi micel, které svym tvarem dovoluji polarnimu gtiredi
proniknout skrze jejich &hu dovnit, ¢imZz se v jadru micely zvySuje hodnota polarity.
Hodnoty porgra ExPI v prostedi soli jsou typické pro nepolarni presti nepropustné
micely.

Daéle Ize u &chto systém pozorovat zrény pongri ExPIl po rozmrazeni systémHodnoty
polaritnich index EXxPl jsou po rozmrazeni systému vyraznizSi, a to v fpac
nizkomolekularnino i vysokomolekularniho hyaluronanTento pokles polarity je
pravdpodobré zpisoben naslednym vytvenim kompakt&sSich a pevgySich micel. V grafu
na Obr. 20 si lze dale vSimnout, Ze polaritni indesyjadiujici stav systému po jeho
rozmrazeni maji rostouci trend s rostouci teplopdiu pripraw systéni, a to fevazr
u systéni s vysokomolekularnim hyaluronanem.

V porovnani s polaritnimi po#ny EmPI (Obr. 18) jsou rozdily v polaritnich pérach
EXPI po rozmrazeni systému vyra@i, coZz by mohlo naziavat, Ze polaritni pogmy ExPI
jsou k danému systému cithjgi. Tato citlivost je ovSem dynamickym rozsaheieixu ExPI
a miZe byt ovliviena nastavenimifstroje a vlastni volbou vinovych délek, jejicheinzity
fluorescence tvido dany polaritni index. Co se d&§ konkrétnich hodnot polaritnich index
EmPI a ExPI, vS8echny hodnoty jsou charakteristimkélokaci pyrenu v nepolarnim proesti
micel.
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Obr. 19: Porovnani vlivu teploty/ppriprave systém hyaluronan-tenzid v pro&di vody a vlivu
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Obr. 20: Porovnani vlivu teplotyfppriprave systém hyaluronan-tenzid v pro&di roztoku NacCl

(c = 0,15 mol™) a vlivu zmraZeni systému na polaritu systémaatskz exciténiho
fluorescedniho skenu
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V grafech (Obr. 21, Obr. 22) jsou zndzam hodnoty poréru Ig:ly, tj. hodnoty poréru
excimeru a monomeru ziskané z emisniho fluoresdba spektra. Je zde znazémo take
porovnani systéth obsahujicich nizkomolekularni a vysokomolekularhyaluronan
a porovnani systémugd zmrazenim a po rozmrazeni.

Z grafi je Zejme, Ze hodnota viskozitniho pdém Igly klesd po rozmrazeni systému.
Pokles signélu excimeru se da wtiv vytvoienim tSiho p@tu agregdt, které pevysuji
koncentraci pyrenu v roztoku a pra&pddobnost tvorby excimeru se sniZuje.

Snizeni hodnotyelly v soli je nejpravépodobrji zpasobeno tim, Ze v roztoku soli se
pohybujeme s koncentraci CTAB 0,6 mridl v oblasti vysoko nad hodnotou CMC.
V systéemu je tak velké mnoZstvi micel, ve kterydouj molekuly pyrenu rovnatme
rozlozeny,¢imz vyrazre klesa pravépodobnost tvorby excimeru a s tim i jeho intenzita.
V prostedi vody se s danou koncentraci tenzidu pohybugmte CMC, v systému dochazi
k tvorke prvnich agregéta pravdpodobnost tvorby excimeru je velice vysoka.

Dale je v grafu na Obr. 21igimy vyrazny pokles intenzity excimeru u systémterk
obsahoval vysokomolekularni hyaluronan a bypavovan i teplo€ 37 °C, coz souhlasi se
zmenami polaritnich index vyobrazenych v grafech na Obr. 17 a na Obr. 18.tedytici, Ze
v analogickych vzorcich klesa tvorba excimeru ateropolaritni index, coZz v podstat
potvrzuje vysledky navzajem. Ve vzorcich dochdzvgtpodobre k tvorbs vétSiho pdétu
micel s kompakt&Sim polargjSim jadrem.
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Obr. 21: Porovnani vlivu teplotyppriprave systéni hyaluronan-tenzid v progdi vody a vlivu
zmrazeni systému na pémmtenzity excimeru a monomeru
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Obr. 22: Porovnani vlivu teplotyrppriprave systém hyaluronan-tenzid v progdi roztoku NacCl
(c = 0,15 mol™) a vlivu zmraZeni systému na goimtenzity excimeru a monomeru

V grafu na Obr. 22 si Ize vSimnout vyr&giho poklesu intenzity excimeru u systém
které byly gipravovany pi teplo€ 70 °C. Tento pokles ovSem neni nijak potvrzen lotaimi
polaritnich index, které nevykazuji Zzadny vyznamngst. V €chto systémech tedyrgme
doSlo k tvorlks vétSiho pd@&tu micel nez g nizSich teplotdch. Kompaktnostéchto micel
zastala na stejné urovni jakaimizsSich hodnotach teploty. Intenzita excimeruujeobou
molekularnich hmotnosti hyaluronanti fplotach 25 °C a 37 °C vyrovnana.

Déle si Ize v grafu na Obr. 22 vSimnout poklesu ganig: Iy po rozmrazeni systému, coz
je prav@podobré dusledkem vytvéeni wtSiho p@tu micel, které svym prostorentqvysu;ji
koncentraci fluoresceéni sondy a pravibodobnost tvorby excimeru se tudiz sniZuje.
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5.1.2 Pyren predsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB
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Obr. 23: Porovnani vlivu teploty‘ppriprave systém hyaluronan-tenzid v pra&di vody a vlivu

zmrazeni systému na polaritu systému ziskanousnimifluorescaemiho skenu
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Obr. 24: Porovnani vlivu teploty*ppripravé systémi hyaluronan-tenzid v pro&di soli
(c = 0,15 mol™) a vlivu zmraZeni systému na polaritu systémaaiskz emisniho
fluorescedniho skenu
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Grafy na Obr. 23 a Obr. 24 zna#oji ty systémy, ve kterych nebyl pyren oépaan
v odliSné sad vialek, nybrz byl jiz pedsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB. Z dgraf
neni patrny térr Zadny vyznamny vliv teploty roztékpii jejich sméSovani, chybové ugky
jednotlivych sloupg pro systémy fed zmrazenim i po jeho rozmrazeni se #Siwe pripadi
piekryvaiji.

Polaritni indexy na Obr. 23 maji mé&mizSi hodnoty neZ polaritni indexy znaz&amé na
Obr. 17, coz znamena, Ze systénipmavené zpsobem pedsolubilizovani sondy v roztoku
tenzidu jsou ménpolarni nez systémy, kddippiipraw dochazelo k postupnému smichani
sondy a siesi tenzidu a hyaluronanu. Snizeni polarity je pégediobr zpisobeno tim, Ze se
v systému tvii kompaktrjSi micely, které tolik nedovoluji prodifundovanddy skrze stnu
micely a jsou tedy mérpolarni.

V grafech na Obr. 24 jsou hodnoty polaritnich indg&n nepatré nizSi nez hodnoty
v grafu na Obr. 18,femz tyto dva grafy af vyjadiuji vysledky pro @zné gipravy danych
systénii. Konkrétni hodnoty polaritnich indéxsou charakteristické pro solubilizaci pyrenu
v hydrofobnim prosgedi kompaktni micely.

Porovnéanim polaritnich indé&xEmPI z progedi vody (Obr. 23) a z prdstdi soli (Obr. 24)
zjistujeme, Ze hodnoty jsou srovnatelné a jsou typicke gripad, kdy je pyren zcela
solubilizovan v micelach. Tento trend je odliSny malaritnich index systénd, u nichz bylo
zavedeni sondy do systému provedeno jinyriaisapem (piprava 4.3.1). R piipraw, kdy
byla sonda davkovana do vialek a nastedbyla zalita smichanym systémem
tenzid-hyaluronan, #ho prostedi systém vyrazrejSi vliv na polaritu, coz bylo Zjsobeno
piedevsim rozdilnou hodnotou CMC v piesti vody a soli.

V prostedi vody, pi predsolubilizovani sondy v zdsobnim roztoku tenzjeuyytvoreno
mnoho micel, protoZze koncentrace zasobniho roztmia desetkrat vysSi nez vysledna
koncentrace vzorku. Fluores¢em sonda se tedy mohla veélnmozprostit po gitomnych
micelach. V zasobnim roztoku bylyifpmny micely obsahujici sondu i micely bez sorfey.
nasledném odebranfiplusného mnozZstvi tenzidu s pyrenem mohlo daojidébrani pevazre
téch ,praznych” micel. Koncentrace sondy ve vysledmértioku byla nizsi nez vipdchozim
zpisobu pipravy. V gchto systémech, kde sdiplané koncentraci okolo CMC vytkeji
prvni premicelarni agregaty a micely, jsaitggmné molekuly sondy solubilizovany v prvnich
micelach. Na druhou stranutiie také vlivem odliSného apobu pipravy dochazet k tvoio
kompaktrgjSich micel, jejichZ €ha je mén proniknutelna pro okolni polarni prosdi.

Jak jiz bylo zminno, v prostedi soli jsou hodnoty polaritnich indesrovnatelné pro oba
zpisoby gipravy, coz je &jmeé zpisobeno ot hodnotou CMC, ale také s#émim repulzi na
polarnich hlavach micel, které jsou tim kompaj&ha nepropust)Si pro polarni progedi.

Nasledujici grafy (Obr. 25, Obr. 26) znangji vliv teploty pi ptipraw systéni a vliv
zmrazenidchto systém na hodnoty polaritnich indéexPI.

Na obou grafech jetgjmy vliv zmrazeni systému na jeho naslednou polaRolaritou je
pro pipomenuti myslena polarita blizkého okoli pyrenoZ @am vypovida o lokaci pyrenu
v systému. ZmrazZeni systému tedyigpbilo vytvaeni kompaktsjSich agregdt, jejichz
vnitini prostedi se stalo néjstupné molekulam rozpowsia.

Pokud porovname konkrétni hodnoty potnExPI (Riloha 1), vidime, Ze v pragdi vody
byly hodnoty ped zmraZzenim typické pro lokaci pyrendast&né propustnych micelach,
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zatimco po zmrazeni a nasledném rozmrazeni sygsgmuinodnoty typické pro lokaci pyrenu
v témet plné hydrofobnim prosedi.

Hodnoty pomdri ExPI pro prosedi soli jsou charakteristické pro hydrofobni predt
v obou pipadech (ped zmrazenim i po rozmrazeni systému). Pokles hoalmd naznéuje
tvorbu kompaktgjSich micel.

Porovnanim polaritnich indéxEmPI (Obr. 23 a Obr. 24) a ExPI (Obr. 25 a Obj. 26
ziejmé, Ze vysledné polaritni indexy ziskané z e&uiteo spektra jsou citlySi k polaritnim
zmeénam v danych systémech. Jak jiz bylo z¢énim myslena citlivost je ovlivma aktualnim
nastavenim ifistroje. Zatimco u polaritnich indéxEmPI jsou hodnoty v ramciigkryvu
chybovych Us&ek pevazre vyrovnané ped i po zmrazeni systému, &my polaritnich
pomera ExPI jsou vlivem zmrazZeni systémietelre snizeny.

Porovndme-li konkrétni hodnoty polaritnich indefExPl pro fizné zgisoby gipravy
systému, zjistime, Ze v prostdi vody (Obr.19 a Obr. 25) dosSlo k mirnému pakles
u systén, jejichz giprava zahrnovalaipdsolubilizovani fluorescéni sondy v zasobnim
roztoky tenzidu, zatimco v prdsti soli (Obr. 20 a Obr. 26) je tomu naopak. V e
vody doSlo ke snizeni polaritnich indexcoz je ¥ejmé zpisobeno tvorbou kompakgjSich
micel v systému a dale doslo k vyra@a zmené polarity vlivem zmrazeni systému.

Polaritni indexy ExPI systéim jejichz prostedi tvdil roztok soli, a u nichz bylip ptipraw
pouzit zasobni roztok tenzidu gepsolubilizovanou sondou (Obr. 26), maji srovnateln
hodnoty ve stavu po rozmrazeni systému s hodnot@rstavu ped zmrazenim syst@m
které byly gipraveny davkovanim zafté smisi roztoki tenzidu a hylauronanu na pyrerti P
druhém zmisném zmsoby gipravy se tedy v systému vyiwakompaktgjSi micely
S nepropustnou&tou a plk hydrofobnim jadrem.
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Obr. 25: Porovnéni vlivu teplotyppriprave systéni hyaluronan-tenzid v progdi vody a vlivu
zmrazeni systému na polaritu systému ziskanoltadibo fluorescethiho skenu
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Obr. 26: Porovnéni vlivu teplotyfppriprave systéni hyaluronan-tenzid v progdi soli
(c = 0,15 mol™) a vlivu zmraZeni systému na polaritu systémaatskz exciténiho
fluorescedniho skenu

V grafech (Obr. 27, Obr. 28) jsou znazémy hodnoty poréru Igly, které byly ziskany
z emisniho fluoresceéniho spektra.

V pievazné ¥tSirg pripadi hodnoty ponara Ig:ly po rozmrazeni systé@immirng vzrostly.
AvSak tento trend znehodnocujéegryv chybovych Usek. Vziist pongra se da vysstlit
vytvoienim &tSich agregat které dovoluji solubilizaci vice molekul pyrenyedné micele.
VySSi hodnota po#mi znamena vySSi pravpodobnost srazky dvou molekul pyrenuimz
piimo souvisi vysSi intenzita fluorescence excimenovgasu.

Porovnanim konkrétnich hodnot peém Iely pro oba zpsoby gipravy system
zjiStujeme, Ze hodnoty pro systémy, u nichZz byl piipraw pyren gedsolublizovan
v zasobnim roztoku tenzidu CTAB, jsou vyraznzsi (aZz desetkrat) nez hodnoty gointéch
systént, ve kterych byl pyren davkovan do vSech vialek (¥iprava 4.3.1). Ofi je zde také
patrny rozdil v hodnotach pro systémyaznym prostedim. Systémy, jejichz prasdi tvai
roztok NaCl, maji oft vyrazre nizSi hodnoty powri Ig:ly.

Vyrazreé nizSi hodnoty porra Ie:lly ve srovnani sigdchozim zfisobem pipravy tkvi
v samotné metad P pripraw systéni byl pouzit zasobni roztok tenzidu s jiZ
piredsolubilizovanou sondou. To znamend, #e koncentraci zdsobniho roztoku CTAB
6 mmol ™, se pohybujeme vysoko nad hodnotou CMC. To maéastedek velké mnoZstvi
micel v roztoku. Dana koncentrace pyrenu tedy nietafSechny hydrofobni prostory, které
poskytuji micely v roztoku. Proto bude pyren v z&sen roztoku mezi micelami vain
rozloZzen a pravgpodobnost tvorby excimeru bude velmi mala. Ze zasuabroztoku bylo do
vyslednych systétn pipetovano wité mnozstvi tenzidu, ve kterém byly obsaZeny nyicel
obsahuijici pyren i micely bez pyrenu. Koncentragempu ve vysledném systému je nizSi nez
u systéni pripravenych postupem diskutovanym v kapitole 5.1.1.
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Vliv prostredi soli na porr Ie:ly byl vyswtlen jiz v predchozi kapitole. V Gvahu Izeip
vyswtlovani brat stigni repulzi mezi naboji na agregatech a také powZzikoncentraci
tenzidu a jeho hodnotu CMC (viz kapitola 5.1.1, Gtdr a Obr. 22).
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Obr. 27: Porovnéni vlivu teplotyppriprave systéni hyaluronan-tenzid v progdi vody a vlivu
zmrazeni systému na pémntenzity excimeru a monomeru
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Obr. 28: Porovnéni vlivu teplotyppriprave systéni hyaluronan-tenzid v progdi soli
(c = 0,15 mol™) a vlivu zmraZeni systému na goimtenzity excimeru a monomeru
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5.2 Dynamicky rozptyl svétla

5.2.1 Rezim SIZE, hyaluronan (M, = 73 kDa) + CTAB v prosf¥edi vody

Obr. 29, Obr. 30 a Obr. 31 zna#oji intenzitni distribuce velikosttastic v systému, ktery
obsahuje CTAB a nizkomolekularni hyaluronan v pemtit vody. Jednotlivé grafy se liSi
teplotou, pi které bylo @i pripraw systéni provedeno smichani jednotlivych slozek. Jsou

vyobrazeny dv kiivky, a to distribuceiastic ged zmraZzenim systému a distribu@sstic po
rozmrazeni po 24 hodinach. V grafech jsou dale amémy korel&ni kiivky pro jednotlivé
intenzitni distribuce&astic. Korel&ni kivky jsou kvalitativnim ukazatelem distribuci.

P¥i porovnani &chto grafi je Zejmé, Ze teplota zasobnich rozighi jejich sneSovani pi
piipraw ma vliv na distribuci velikosti¢astic v systému. Distribuce velikostastic se
s rostouci teplotou 2t8uje, rozSiuje se srrem k vysSim hodnotam joméri ¢astic. Systém
se tedy srostouci teplotou stava vice polydisperiejwtSi zastoupeni majiastice
s pramérem 90-120 nm. V grafech je také patrné malé zastuidéstic s velikosti pohybuijici
se okolo 5500 nm. Distribucechtocastic se s rostouci teplotou mimetSuje.

Z grafi je také na prvni pohledgmé, Ze v systému jsou po rozmrazeni zastoup@stice
0 WtSim pameru, pricemz jejich distribuce je SirSi. Zmrazeni systémutedy za nasledek
rust polydisperzity agregatVelikostéastic se pohybuje v rozmezi od 40 po 1300 nm.
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Obr. 29: Distribuce velikosttastic podle intenzity rozptylenéha’la systému nizkomolekularni

hyaluronan-tenzid v pro&di vody pro sesovaci teplotu 25 °C
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Obr. 30: Distribuce velikosttastic podle intenzity rozptylenéha®a systému nizkomolekularni
hyaluronan-tenzid v progtdi vody pro se$ovaci teplotu 37 °C
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Obr. 31: Distribuce velikosttastic podle intenzity rozptylenéha®a systému nizkomolekularni
hyaluronan-tenzid v progtdi vody pro se$ovaci teplotu 70 °C
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5.2.2 RezZim SIZE, hyaluronan (M,, = 1,46 MDa) + CTAB v pros¥edi vody

V grafech na Obr. 32, 33 a 34 jsou znazagnintenzitni distribuce velikostiastic v systému,
ktery obsahuje CTAB a vysokomolekularni hyalurongmrostedi vody. Jednotlivé grafy se
opet liSi teplotou pi smeSovani slozek i pripraw. Opst jsou vyobrazeny distribucgastic
pied zmraZenim systému a po jeho rozmraZzetistugné korekéni kiivky.

Srovnanim jednotlivych distribucitipraznych teplotach jeiejmé, Ze teplota zasobnich
roztokli pii pripraw systému maiejme jen mirny vliv na velikosticastic v systému a na
agregani vlastnosti jednotlivych slozek. Velikosétginy castic ged zmrazenim systému se
pohybuje v rozmezi gméra od 40 nm do 220 nm,figemz je opt ziejma pFitomnost
agregat s polomtry az kolem 5500 nm. Bliz§im zkoumanim jednotlivyistribuci si lze
vSimnout, Ze s rostouci teplotou se distribtigstic posunuje k&Sim polondéram agregat.
Také dochazi s rostouci teplotou k zUzeni distiilmatikosti agregdit v systéemu. Lze tedy
fici, Ze s rostouci teplotou roztbkpii jejich smeSovani se v systému tkiotastice s velmi
podobnymi velikostmi, snizuje se polydisperzita tégsu. V gipac nizkomolekularniho
hyaluronanu tomu bylo naopak, polydisperzita systéms rostouci teplotou zvySovala.

Z grafi je také patrné, Ze zmrazeni systémusppuje naslednou tvorbuitéich ¢astic.
Distribuce velikosticastic je SirSi nez fpd zmraZzenim systému, systéem je tedy vice
polydisperzni. Polydisperzita systému se vSak ouas$ teplotou zmensuje stéjjako ped
zmrazenim systému. Tento treniktAva zachovan. &néry agregai se pohybuji v rozmezi
40-1800 nm pro teplotu 25 °C. S rostouci teplotetherni hranice rozmezi snizuje az na
1000 nm. V grafech je takeé ] Ze zmrazeni systémuigmbuje zvySeni @u ¢astic, jejichz
velikost se pohybuje az okolo 5500 nm.
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Obr. 32: Distribuce velikosttastic podle intenzity rozptylenéha’a systému vysokomolekolarni
hyaluronan-tenzid v pro&di vody pro sesovaci teplotu 25 °C
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Obr. 33: Distribuce velikosttastic podle intenzity rozptylenéha’a systému vysokomolekolarni

hyaluronan-tenzid v pro&di vody pro sesovaci teplotu 37 °C
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Obr. 34: Distribuce velikostfastic podle intenzity rozptylenéhata systému vysokomolekolarni

hyaluronan-tenzid v progtdi vody pro se$ovaci teplotu 70 °C
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Zkoumané systémy se liSily pouze v molekulové hrmstinhyaluronanu. Lzeici, ze
molekulova hmotnost hyaluronanu nema zadny vyznawtimyna velikost¢astic v systému.
Praiméry jednotlivych agregétjsou v obou fipadech obdobné. Pouze se zda, Zequziti
nizkomolekularniho hyaluronanu se s rostouci teplatistribucecastic z¥tSuje, systém je
s rostouci teplotou polydispergsi, zatimco v fipad pouziti vysokomolekularniho
hyaluronanu je tento trend afygy. Rozdily ve velikosttastic se ovsem pohybujtiplizné
okolo stejnych hodnot, takZe tento trend neni rjgakioznany ani vyznamny.

Tabulkac. 1: Rozmezi velikostastic v systému hyaluronan-CTAB v predi vody

M. | teplota pri rozmezi polon¥ri ¢astic (nm)

W vz v

Hya | PHprave - — —
y °C) pred zmraZenim po rozmrazeni
© 25 40-260 4600-5600 60-1280 4800-6400
Q
i 37 40-400 3000-6400 40-1280 4000-6400
N

70 40-600 1800-6400 40-1280 3600-6400

8 25 40-460 4000-6400 40-1720 3000-6400
% 37 30-200 26006400 60-1480 3000-6400
<
— 70 40-300 5600-6400 40-1000 3000-6400
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5.2.3 RezZzim ZETA, hyaluronan (M, = 73 kDa) + CTAB v prostedi vody

V néasledujicich grafech (Obr. 35, Obr. 36 a Ob}. Bbu vyobrazeny distrildmi kiivky
zeta-potencialu systému obsahujiciho CTAB a nizkekubarni hyaluronan v pragdi vody.
Vyobrazené hodnoty tzv. total countgegstavuji celkovy piet detekovanych fotdn
V grafech je také znazasn stav systémuipd zmrazenim a po jeho nasledném rozmrazeni.

Hodnoty zeta-potencialu vypovidaji o kvalitresp. stabilé systému. Obeense jako
hranice stabilniho systému bere hodnota zeta-pdeneyssi nez +30 mV nebo nizsi nez
-30 mV. Ri téchto hodnotach jsodastice v systému nabity dost&te velkych nabojem,
ktery znemo#uje ¢asticim vzajemnéifbliZovani a naslednou agregaci.

Porovnanim jednotlivych graf které znazaiuji distribuce zeta-potencidlu praizné
teploty @i sméSovani slozek dhem ipravy, zjistime, Ze zeta-potencial agrégaitomnych
v systému se pohybuje v hodnotach mezi 0-50 mVo Tgtdnoty naznaiji, Ze ne vSechny
castice v systému jsou zcela stabilni. NejvySSiagmtni vSak majtastice s hodnotou zeta-
-potencialu mezi 20—-30 mV. Na zaktatbhoto faktu Ize gedpokladat, Ze &Sinacastic ve
studovaném systému je té&mna hranici stability, pouze dasti z nich niZze dochazet
k elektrostatickym interakcim mezi sebou navzajem.

Ktivky znazonujici stav systému po jeho rozmraZeni neukazujemgr Zadny vyznamny
vliv zmraZzeni na naslednou stabilitu systému. Lzev&@mnout jen mirného posunu
zeta-potencialu k vy$8im hodnotdm, coz by mohlonaawat, Ze zmraZeni systému ma
pozitivni vliv na naslednou stabilitu.

300000
—— pied zmraZenim— po rozmraZeni
250000+
200000+

150000+

total counts

100000+

50000 - j {\
0 ‘ ‘ \
50 0 50

-150 -100 - 100 150

zeta potencial (mV)

Obr. 35: Distribuce zeta potencialu systému nizhekubarni hyaluronan-tenzid v prasdi vody pro
smeSovaci teplotu 25 °C
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Obr. 36: Distribuce zeta potenciélu systému nizkekubarni hyaluronan-tenzid v prosdi vody pro
sn¥Sovaci teplotu 37 °C
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Obr. 37: Distribuce zeta potenciélu systému nizkekubarni hyaluronan-tenzid v prosdi vody pro
sn¥Sovaci teplotu 70 °C
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Velikost zeta-potencialu se pohybuje v kladnychdraiach, coz zrd, Ze agregaty
vyskytujici se v systému maji kladny naboj. Ve sttmhém systému je obsazen kladiabity
tenzid CTAB a zaporh nabity hyaluronan. Na zakladfaktu, Zze zeta-potencidl a tedy
povrchovy nabojcastice je kladny, lze rpdpokladat, Ze koncentrace hyaluronanu neni
dostaténa na to, abyetzce hyaluronanu zcela obklopily tenzidové micelgdstinily tak
jejich naboj. Na druhé strarize také uvazovat o tom, Ze koncentrace tenzidakevelka, ze
dochéazi k obalenfettzce ¢i klubka hyaluronanu molekulami tenzidu, coz margsledek
kladny né&boj vyslednych agregatkoncentrace CTAB v systémtinila 0,6 mmoll ™. Tato
koncentrace nedosahuje CM@E@gtusného tenzidu v prdasdi vody. Molekuly tenzidu jsou
nejspis navazany rietzce hyaluronanu s tim, Ze se v roztokdizaji tvait prvni micelarni
agregaty. Teoreticky modeidhto agregdit by mohl vypadat tak, Ze prvni micelarni agregaty
jsou castén¢ obalenyietzci hyaluronanu. Toto usp@dani je vysledkem elektrostatickych
interakci mezi zapoennabitymi karboxylovymi skupinami na hyaluronankladns nabitymi
hlavami tenzidu. Tyto agregaty jsou prapddobrt obaleny dalSimi molekulami tenzidu
kvili jeho vysoké koncentraci.
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5.2.4 RezZim ZETA, hyaluronan (M, = 1,46 MDa) + CTAB v prosftedi vody

Grafy na Obr. 38, Obr. 39 a Obr. 40 vyobrazujiribsice zeta-potencialéch systém, které
obsahovaly CTAB a hyaluronan o vysoké molekulovétmosti v prosedi vody. Jednotlivé
grafy se opt liSi v teplotach, p kterych bylo prova&gho sntSovani sloZek ip piipraw
daného systému.

Uvedené distribuce znazmiji obdobné vysledky #ieni jako v pipadt systéni, které
obsahovaly nizkomolekularni hyaluronan.

Hodnoty zeta-potencialu sed&@gpohybuji v rozmezi 0-50 mV§igemz nejvyssi zastoupeni
maji ¢astice s pimérnou hodnotou zeta-potencialuiperné 25 mV. Tato hodnota napovida,
Ze systémy s vysokomolekularnim hyaluronanem jsoinémstabilréjSi nez systémy
obsahujici nizkomolekularni hyaluronan.

Zmrazeni &chto systém opet nentlo témet zadny vliv na naslednou stabilitu agregat
VvV systému.

400000
—— pred zmrazZenim— po rozmrazeni
350000+
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Obr. 38: Distribuce zeta potencialu systému vysakekularni hyaluronan-tenzid v prasdi vody
pro sne#Sovaci teplotu 25 °C
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Obr. 39: Distribuce zeta potencialu systému vysakekularni hyaluronan-tenzid v prastdi vody
pro sn#Sovaci teplotu 37 °C
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Obr. 40: Distribuce zeta potencialu systému vysakekularni hyaluronan-tenzid v prastdi vody
pro sn#Sovaci teplotu 70 °C
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5.2.5 Systém hyaluronan + CTAB v prosiedi soli

Systémy, jejichZ pro&di tvdil roztok NaCl o koncentraci 0,15 mbl byly také pronsieny
pomoci metody DLS. WBfeni tchto systéma bylo komplikova®jSi, jelikoz byly daneé
systémy piliS polydisperzni. Prostdi soli tedy zfisobuje odstigni elektrostatickych repulzi
mezi naboji na molekulach tenzidu a hyaluronanuwsl&tdkem toho jsou tyto systémy velmi
nestabilni, dynamické a polydisperzita sysiéoste.

Dané systémy byly pro#teny pomoci rezimsize Nejprve musely byt vSechny vzorky
piefiltrovany ged membranovy filtr s velikosti pd5 um, ¢imz se odstranil prach & padné
agregaty, které znehodnocovaly vysledky intenaiistribuce zastiénim rozptylu mensich
¢astic. Vzorky byly ponechany jeden den stat ve ph laboratorni teplat Stani vzork
zpisobilo jejich ustaleni, coz se projevilo mirnouénmu distribuci, alei@devsim vylagnim
korelanich Kivek.

Systémy byly nasle@n prefiltrovany ges membranovy filtr s velikosti por0,2um.
Filtrace zmsobila odstragni ¢astic o velikostech okolo 6 nm. Déle filtracetgpbila, Ze
vysledny systém obsahoval pouzéstice o velikosti 100—600 nm. V systéemu byly tedy
zastoupeny také&astice, které svou velikosttgvySuji velikost par ve filtru, coz dokazuje, Ze
agregaty vznikaji elektrostatickymi interakcemiltdaice zmisobila ,rozbiti“ gitomnych
agregat, které byly naslednvelmi rychle obnoveny.

Systémy byly dale zmrazeny a bylo ¢bpprovedeno jejich g&feni po filtraci pes
membranovy filtr s velikosti par5um a 0,2um. V pripack filtru s péry 5um doslo ke
zvySeni stability systému, coz se projevilo na eniZpolydisperzity systému a vykad
korelanich kivek. Fi pouziti filtru s pory 0,2um nebyl vliv zmraZeni tési patrny.

Dana koncentrace soli znenioge zjiS€ni zeta-potencialu pomoci pouzitéhoiizani.
Vodivost vzorku je fliS vysoka, coZz zjsobuje zoxidovani paladiovych elektrod dip cely.
Vysledky ne¥feni potvrzovaly, Ze je systém nestabilni a dockagim k agregacim. Naboj
¢astic v systému neni dost velky na to, aby zneimed ¢asticim elektrostatickérppahovani
a naslednou agregaci. Velikost zeta-potencialuodglpvala piblizné okolo 0 mV, coz znd
velkou nestabilitu systému.
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni vlivu podmimpglravy systému biopolymer-tenzid
na jeho solubilizéni vlastnosti a na stabilitu vzniklych komptexStudovanym systémem se
konkrétre stal komplex nativniho hyaluronanu s kationtovyemzidem CTAB. Prvotnim
Ukolem prace bylo shromazdit literarni poznatky @usobech stanoveni stability
a solubiliz&nich vlastnosti v koloidnich systémech a na za&klagstnych informaci se
seznamit s jednotlivymi vhodnymi technikami pro oto$tudium s phlédnutim Kk vyuZiti
fluoresceknich technik. Na zakla&d provedené reSerSe byla pro studium systému
hyaluronan-CTAB vybrana metoda fluoresémin spektroskopie a metoda dynamického
rozptylu sétla. Ok tyto metody se ukazaly byt vhodnymi metodami prodsim
solubilizainich a agregmich vlastnosti a pro studium stability danych &yt

Vlastnosti danych systém byly zkoumany @ pouZziti nizkomolekularniho
a vysokomolekularniho hyaluronanu v presli vody nebo v prostdi roztoku NaCl
o koncentraci 0,15 molY, ktery byl povazovan za fyziologicky roztok. Prechniku
fluorescewini spektroskopie byl jako vhodna fluoreséinsonda vybran pyren.

Byly navrzeny experimenty porovnavajici vliv tefylozasobnich roztak pii ptipraw
systému na solubilizai vlastnosti vznikajicich kompléx Pro gipravu systém byly tedy
pouzity zasobni roztoky o laboratorni tepl@5 °C, roztoky zat@té na 37 °C¢imz byla
modelovana teplota lidskéhdld, a dale roztoky o vysoké tepofO °C. Zmrazeni systé&m
bylo navrzeno pro studium stabilityfipravenych systéi V neposlednirac byl také
zkouméan vliv fiznych zmisohi, jakymi byla do systému zavedena fluoresoénsonda.
V jednom gipad byla sonda fedsolubilizovana v zasobnim roztoku tenzidu, vehdn
piipadt byly nejprve smichany z#hté roztoky tenzidu a hyaluronanu a teprve poté byl
davkovany na fluorescéni sondu.

Metodou fluoresceimi spektroskopie bylo zji&ho, Ze teplota zasobnich roziolpri
piipraw ma vliv na velikost, péet ¢i kompaktnost vznikajicich agregatovsem vliv teploty
nema jednozriy trend. B porovnavani urové polarity blizkého okoli fluorescéni sondy
pied a po zmrazeni systému bylo Zjigi, Zze zmrazeni systému ma ugsSire pripadi za
nasledek tvorbu kompakij$ich micel, jejichZ s$ha je mén propustna danému prosti.
Polaritni indexy ExPI ziskané z exdcitéch fluorescetnich spekter byly pro zénu polarity
okoli sondy citliwjSi ez polaritni indexy EmPI ziskané z emisnich fluoezgnich spekter
a vykazovaly ¥tSi rozdilly v hodnotéch.

Porovnanim tvorby excimeru vdanych systémech by@sSttno, Ze metoda
piedsolublizovani sondy v zasobnim roztoku neni vipdizpisobem zavedeni sondy do
systému, jelikoZz jsou zasobni roztoky terizidbvykle rékolikrat koncentrovagsi nez
vysledné systémy a sonda ma tak mnoho prostorsvmio lokalizaci. Vysledna koncentrace
sondy je tudiZ menSi nez poZzadovanasiBdkem této metody je neznalost koncentrace sondy
v systému bez dalSich vyta. Na druhou stranu @e byt ovSem tento #Zpob zavedeni
hydrofobni latky do systému vhodny wipad solubilizace léiva, jelikoZz je I€ivo
v micelach lokalizovano jiz od Zatku a neni naruSovano dalSimi manipulacemi, kankré
napiklad €mi teplotnimi. V gipadt davkovani zatétych roztok hyaluronanu a CTAB na
sondu zgdsobil vliv zmrazeni systému tvorbwtgiho pé&tu micel v systémugimz klesla
pravdpodobnost tvorby excimeruiifiedsolublizovani sondy v zasobnim roztoku tenzidu je
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koncentrace sondy v systému velmi nizka a pfawdobnost tvorby excimeru v systému
vlivem zmrazeni systému neni tak patrna.

Metoda dynamického rozptylu &la poskytla nahled do velikostnich distribuci
studovanych systéim U systéni, jejichz prostedi bylo tvdeno vodou, bylo zjigho, Ze
v pripac nizkomolekularniho hyaluronanu dochazelo se z\@Sowm teploty p pripraw
k tvorke systénii s vySSi polydisperzitou, zatimco Kpad systéni obsahujicich
vysokomolekularni hyaluronan byl tento trend @pa Dale bylo zji&tno, Ze vlivem
zmrazeni se naslediv systému tvii agregaty o &sSich velikostech, ifixemz se také zvysSuje
polydisperzita systému. &feni zeta-potencialu neukazalo zadny vyznamny épiaty, ani
Zadny vyznamny vliv zmrazeni systému na jeho nasledtabilitu. Konkrétni hodnoty zeta-
-potencialu nazraiji, Ze systém hyaluronan-tenzid v presi vody je pevazri stabilni.
Systémy, jejichz prostdi bylo tvdeno roztokem soli, byly naopak velmi nestabilniedmi
polydisperzni. Pomoci filtrac€dhto systéemu byl potvrzen fakt, Ze systém hyaluneteazid
vznika diky elektrostatickym interakcim, neligo filtraci byly v systému iitomny agregéty
piesahujici velikost pdrve filtru.

Zawrem lze konstatovat, Ze zadané cile byly &pyn Prace poskytla SirSighled o vlivu
podminek pipravy systému hyaluronan-tenzid na jeho soluhitizavlastnosti a stabilitu.
Vysledky prace potvrzuji fakt, Ze podminkiigravy daného systému jsouleZité pro jeho
vysledné vlastnosti, a Ze jéldzité se timto tématem déale zabyvat.
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8 SEZNAM ZKRATEK ASYMBOL U

8.1 Seznam zkratek

zkratka vyznam

CMC kriticka micelarni koncentrace
CTAB cetyltrimetylamonium bromid

Da Dalton, jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da odgéa 1 gmol™
DLS dynamicky rozptyl sstla

EmPI emisni polaritni index

ExPI excit&ni polaritni index

HyA kyselina hyaluronova, hyaluronan
NacCl chlorid sodny

PAL povrchow aktivni latka

PCS fotonova koretmi spektroskopie

8.2 Seznam symbai

symbol vyznam
A vinova délka
Aem vinova délka emisniho #eni
Aex vinova délka excitniho zdeni
c koncentrace latky
difuzni koeficient
E excimer
le intenzita excimeru
I intenzita monomeru
M zakladni stav molekuly
M* excitovany stav molekuly
My molekulova hmotnost
Q zhase
S zakladni stav molekuly
S prvni excitovany singletovy stav molekuly
Ty prvni excitovany tripletovy stav molekuly



9 PRILOHY
9.1 Prilohal

Tabulkac¢. 2: Hodnoty polaritnich poema ziskanych z fluorescémich skeri pro systémy ve staviignl zmraZzenim; stejna teplota #zné systémy

teplota slozeni vzorku pomér EmPI + odchylka* pomér ExPI £ odchylka* pomér | g:l v £ odchylka*
(°C) priprava A priprava B priprava A priprava B priprava A priprava B
HyA 73 kDa + CTABve vod | 1,132 +0,006f 1,18 +0,02 1,07 £ 0,08 1,01 +£0,040,68 +£0,03 | 0,073 + 0,008
HyA 1,46 MDa + CTAB ve vod 1,14 + 0,02 1,16 £ 0,01 1,04 + 0,04 0,96 +0,03 670,03 | 0,076 +0,00%
& HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,059 +0,006 1,07 +0,020,755+0,006f 0,86+0,03 0,131+0,004 0,030960,p
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,049 + 0,00} 1,02+068,0f 0,76 £0,01 0,85+0,01 0,132 +0,0p3 0,030 HD,p
HyA 73 kDa + CTABve vod | 1,143 +0,004/ 1,15+0,01 1,10+£0,02 0,998 +8,0M,668 + 0,009 0,077 + 0,047
HyA 1,46 MDa + CTAB ve vod | 1,191 + 0,007 1,265+0,001 1,42 +0,04 1,0540,0 0,24+0,02 | 0,073 +0,00p
> HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,048 +0,006 1,05+0,080,781+0,004 0,854+0,006 0,13+0,00 0,0316D,p
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,05+0,01 1,073 + 030 0,776 + 0,003 0,86 + 0,02 0,132 + 0,003 0,03300D
HyA 73 kDa + CTAB ve vod 1,13+0,01 1,13+ 0,02 1,08 + 0,05 0,99+0,02 50,1 0,073 + 0,004
HyA 1,46 MDa + CTAB ve vo& | 1,14 +0,03 1,16 £ 0,03 1,1+0,1 0,96 + 0,02 09 | 0,078 + 0,003
" HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,051 + 0,008 1,05+0,08 0,78 +0,02 0,85+0,01 0,109 + 0,002 0,031 = 0,002
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,048 £ 0,002 1,063 03| 0,789 +0,003 0,863+0,004 0,108+0,002 0;982001

* smerodatna odchylka

piiprava A = zakaté roztoky davkovany do vialek s pyrenem

piiprava B = pyreni@dsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB
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Tabulkac. 3: Hodnoty polaritnich pognz ziskanych z fluorescérich skefi pro systémy ve stavu po rozmrazeni; stejna teplot@né systémy

teplota slozent vzorku pomér EmPI + odchylka* pomér ExPI + odchylka* pomér | g:l v + odchylka*
(°C) pFiprava A priprava B priprava A priprava B priprava A priprava B
HyA 73 kDa + CTAB ve vod 1,18 + 0,02 1,09 £0,03] 1,022 +0,007 0,854 +10,000,49+0,02 | 0,075+ 0,00p
HyA 1,46 MDa + CTAB ve vod 0,16 + 0,01 1,05+ 0,02 1,07 +0,0% 0,86 +0,04 48@G;0,02 0,075 +0,00}1
& HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,07 £0,02| 1,054 +0,009,693 +0,002f 0,75+0,01 0,119+0,001 0,038 60,p
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,02 +£0,03| 1,073 +00 0,689 +£0,006 0,703 +0,007 0,125+0,004 0,0830600
HyA 73 kDa + CTAB ve vod 1,15+0,01 1,08 £ 0,03 0,99+0,02 0,870+0,000,53+0,01 | 0,078 +0,008
HyA 1,46 MDa + CTAB ve vod | 1,265 + 0,001 1,10+ 0,02 1,467 + 0,001 0,91 80,0 0,174 + 0,006 0,09 + 0,01
> HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,05 £ 0,03 1,03+0,03 703+0,001, 0,74+0,03] 0,125+0,006 0,035=0,p04
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,073 + 0,00 1,05 +0,0| 0,699 + 0,003 0,75 +0,03 0,123 +0,001 0,032008
HyA 73 kDa + CTAB ve vod 1,13 + 0,02 1,05 £ 0,04 1,03 £ 0,06 0,85+0,02 43%0,10 | 0,081 +0,00%
HyA 1,46 MDa + CTAB ve vod | 1,06 + 0,03 1,01 £ 0,02 1,1+0,2 0,87 +0,03 @407 | 0,083 + 0,001
° HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,05 +0,03 1,041 £ 0,003,711 + 0,004, 0,730+ 0,009 0,107 +0,004 0,03306D
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,063 + 0,00 1,065 H03 0,73 +0,02 0,75+0,04 0,101 +0,005 0,034000

* smérodatné odchylka

piiprava A = zalété roztoky davkovany do vialek s pyrenem

piiprava B = pyrenidsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB
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Tabulkac. 4: Hodnoty polaritnich podnz ziskanych z fluorescérich skeri pro systémy ve staviqul zmraZzenim;zna teplota + stejné systémy

teplota slozent vzorku pomér EmPI + odchylka* pomér ExPI + odchylka* pomér | g:l v + odchylka*
(°C) pFiprava A priprava B priprava A priprava B priprava A priprava B

25 1,132 £ 0,006/ 1,18 +0,02 1,07 £ 0,08 1,01 £0,04 ,68& 0,03 | 0,073 + 0,008
37 HyA 73 kDa + CTAB ve vod 1,143 £ 0,004 1,15+0,01 1,10 £ 0,02 0,998 + 0,0aB668 + 0,009 0,077 £+ 0,00/
70 1,13+0,01 1,13 £0,02 1,08 £ 0,0% 0,988+0,02 540,1 0,073 £ 0,001
25 1,14 + 0,02 1,16 +0,01 1,04 + 0,04 0,96 +0,03 7G®,03 | 0,076 +0,00%
37 HyA 1,46 MDa + CTAB ve vod | 1,191 +0,007| 1,265 + 0,001 1,42 + 0,04 1,05+ 0,04 0,24 + 0,02 0,073 £ 0,00p
70 1,14 + 0,03 1,16 + 0,03 1,1+0,1 0,96 + 0,02 5409 | 0,078 + 0,009
25 1,059 + 0,006 1,07 £ 0,02 0,755 + 0,006 0,86 + 0,039,131 + 0,004 0,030 + 0,001
37 HyA 73 kDa + CTAB vsoli 1,048 +0,006f 1,05+0,03 0,781+0,004 0,85466,0 0,13+0,01 | 0,031+0,002
70 1,051 + 0,003 1,05+ 0,03 0,78 + 0,02 0,85+0,01,109 + 0,002 0,031 + 0,00p
25 1,049 + 0,007 1,02 + 0,03 0,76 + 0,01 0,85+0,01,132+ 0,003] 0,030 + 0,00p
37 HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,05+0,01 | 1,073+0,008 0,776 +0,003 0,86 +0,0D,132 +0,003 0,033 £ 0,002
70 1,048 + 0,002 1,063 +0,008 0,789+0,003 0,863064| 0,108 +0,002 0,032 +0,001

* smérodatné odchylka

piiprava A = zalété roztoky davkovany do vialek s pyrenem

piiprava B = pyrenigdsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB
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Tabulkac. 5: Hodnoty polaritnich podna ziskanych z fluorescérich skeri pro systémy ve po rozmrazZeni; stejna teploté@zné systémy

teplota slozent vzorku pomér EmPI + odchylka* pomér ExPI + odchylka* pomér | g:l v £ odchylka*
(°C) pFiprava A priprava B priprava A priprava B priprava A priprava B
25 1,18 £ 0,02 1,09 £0,03| 1,022 +0,007 0,854 +0,000,49+0,02 | 0,075 = 0,00p
Sy HyA 73 kDa + CTAB ve vod 1,15+0,01 1,08 £ 0,03 0,99 + 0,02 0,870 +£ 0,007 ,53& 0,01 0,078 + 0,008
70 1,13 £0,02 1,05+ 0,04 1,03 £ 0,06 0,85+0,02 334,09 | 0,081 +0,00%
25 0,16 £+ 0,01 1,05+ 0,02 1,07 = 0,05 0,86 +0,04 834,02 | 0,075+0,00%
37 HyA 1,46 MDa + CTAB ve vod | 1,265 + 0,001 1,10 £ 0,02 1,467 + 0,001 0,91 +0,03,174 £ 0,006/ 0,09 +0,01
70 1,06 = 0,03 1,01 +0,02 1,1+0,2 0,87 +£0,03 ;4007 0,083 + 0,004
25 1,07 £ 0,02 1,054 + 0,009 0,693 + 0,002 0,75+0,0D,119 + 0,001y 0,038 + 0,001
37 HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,05+ 0,03 1,03+0,03] 0,703+0,001 0,74+0,03,128+0,006] 0,035 + 0,00p
70 1,05+ 0,03 1,041 +0,008 0,711+0,0p4 0,73+0,0D,107 + 0,004 0,033 +0,002
25 1,02 + 0,03 1,073+0,006 0,689 +0,0p6 0,703 90,00,125+0,004 0,033+ 0,040
37 HyA 1,46 MDa + CTAB v soli | 1,073 +0,003f 1,05+0,02| 0,699+0,003 0,75+0,03%,123 +0,001] 0,032 + 0,008
70 1,063 + 0,003 1,065+0,008 0,73 +0,0P 0,75+ 0,040,101 + 0,005 0,034 + 0,000

* smérodatné odchylka

piiprava A = zalété roztoky davkovany do vialek s pyrenem

piiprava B = pyrenigdsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB
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