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ABSTRAKT

Pomoci metody fluorescenéni spektroskopie a dynamického rozptylu svétla byl studovan vliv
podminek piipravy systému biopolymer-tenzid na solubilizani vlastnosti a stabilitu
vznikajicich komplext. Bylo provedeno zkoumdni komplext nativniho hyaluronanu
s kationtovym tenzidem cetyltrimetylamonium bromidem (CTAB), ve fyziologickém roztoku
(NaCl o koncentraci 0,15 mol-I™") a ve vod&. Byl zkoumin vliv teploty zdsobnich roztoki pi
piiprave a vliv zmrazeni systému na jeho ndsledné vlastnosti. Ddle bylo zkoumadno, jaky vliv
ma zpusob zavedeni fluorescen¢ni sondy do systému na jeho nésledné solubiliza¢ni vlastnosti.
Bylo zjiSténo, Ze podminky piipravy systému biopolymer-tenzid maji vyznamny vliv na
solubiliza¢ni vlastnosti a stabilitu vznikajicich komplexi.

ABSTRAKT

Influence of the preparing of a biopolymer-surfactant system on its solubilization properties
and stability was investigated by using fluorescence spectroscopy and dynamic light
scattering methods. Investigation was made on complex of native hyaluronan with cationic
surfactant cetyltrimethylammonium bromide (CTAB). System has been studied in aqueous
and in saline solutions. The effect of temperature of stock solutions and freezing effect on
subsequent properties were investigated. Further was examinated, what effect has a way of
introducing fluorescent probe into the system on subsequent solubilization properties. It was
found that the conditions of preparing of biopolymer-surfactant system have a significant
effect on the solubilization properies and stability of complex.
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1 UVOD

Od doby, kdy byla kyselina hyaluronovd povazovana jen za nezajimavou bilou substanci,
uplynula jiz fada let. V dnes$ni dobé je jiZz prokdzdno mnoho mozZnosti jejtho vyuZiti.
V povédomi laické vetejnosti ov§em kyselina hyaluronova vystupuje stile pouze jako latka
obsazend v kosmetickych produktech proti vraskdm a jako hydrata¢ni sloZka v nosnich
sprejich.

Milokdo ovSem vi, Ze je tato jedinecnd latka pfitomna ve vSech sav¢ich organismech
a v zdvislosti na molekulové hmotnosti v nich zastdva fadu funkci. Vysokomolekuldrni
kyselina hyaluronovd je piedev§Sim pfirozenym mazadlem vSech kloubli a organizatorem
pojivovych i podpirnych tkani. Kyselina s nizkou molekulovou hmotnosti ovliviiuje mobilitu
bungk, a to jak téch zdravych, tak bohuZel i rakovinnych.

Studium nddorovych bunék ukazuje, Ze tyto buiiky obsahuji pomérné zna¢nou koncentraci
kyseliny hyaluronové, diky niZ mohou rist a tvofit metastdzy. Kyselina hyaluronovd m4 na
druhou stranu také schopnost rakovinné buriky nicit diky unikdtni schopnosti dopravit se na
misto postizené nddorem. Na nddorovych burikdch jsou specifickd ¢idla, receptory CD44
a RHAMM, které rozpoznaji kyselinu hyaluronovou a vtdhnou ji dovnitf. Pokud by se tedy
podatilo vytvoftit takovou castici, kterd ponese cytostatickou latku a bude obalena kyselinou
hyaluronovou, dostal by se 1€k pfimo na postizené misto. Diky této technologii by se 1é¢ba
rakoviny stala pro lidsky organismus mnohem Setrn€jSi v porovnani s dnes pouZivanou
radioterapii a chemoterapii.

Na nosicovém systému tohoto typu se pracuje jiz n€kolik let. Jednu z mnoha slibnych
variant, jak by mohl nosicovy systém vypadat a fungovat, predstavuje systém vznikajici
interakcemi tenzidu a polymeru [1, 2]. Idedlnim polymerem by pro svoje vyjimecné vlastnosti
mohla byt pradvé kyselina hyaluronova.

Nésledujici prace je zamefena na vliv podminek piipravy praveé takovych systémi.
Velikost, tvar a stabilita téchto systéml mize byt ovlivnéna jiz pfi ptipravé systému. Tato
prace je zaméfena hlavné na vliv teploty pfi pfipravé a na vliv zmraZeni systému na jeho
naslednou stabilitu a solubiliza¢ni vlastnosti, coz jsou velmi duleZité parametry pro ndslednou
vyrobni praxi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kyselina hyaluronova

2.1.1 Struktura

Kyselina hyaluronova byla objevena a popsédna v roce 1934 v laboratoti Dr. Karla Meyera.
Tehdy neznamy glykosaminoglykan byl izolovdn z o¢niho sklivce skotu a ndsledné byl
nazvdn kyselinou hyaluronovou, ¢imZz byla oznaCena jedna z nejuniverzilnéjSich
makromolekul v pifirodé. Dnes je kyselina hyaluronovd oznaCovdna nejcastéji jako
hyaluronan, protoZe v organismu existuje ve form¢ polyanionu a ne jako protonovana

kyselina.

Molekula hyaluronanu (Obr. 1) ma nerozvétvenou linedrni strukturu tvofenou opakujicimi
se disacharidovymi podjednotkami. Tyto jednotky obsahuji D-glukuronovou kyselinu
a N-acetyl-D-glukosamin, které jsou spojeny pomoci st¥idajicich se p-1,4 a [B-1,3
glykosidickych vazeb.

disacharidova jednotka

CHaOH (EDDH ﬁ-l 3 CH40H \ CooH
4 D“\_\ OH / D\ OH
OH 1, B14 oH OH AT - H
0 0
L Lz
REHE RCHa h/

! \

D-glukuronova kyselina M-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1: Zdkladni chemickd struktura hyaluronanu

Oba cukry jsou prostorové spojeny glukézou, kterd v beta konfiguraci dovoluje prostorové
objemnym skupindm zaujmout stericky vyhodnéj$i ekvatoridlni polohu, zatimco malé
vodikové atomy obsazuji méné¢ vyhodné axidlni polohy. Toto je hlavni dlivod, pro¢ je
struktura molekuly energeticky velmi stabilni (Obr. 2) [3, 4]. Navzdory jednoduché primarni
struktufe vykazuje kyselina hyaluronovd velmi rozdilné biologické uc€inky v zdvislosti na

velikosti molekuly a jejim prostorovém uspotfadéni.

W coo” H CH,OH
CH3

Obr. 2: Struktura hyaluronanu — vyobrazeni prostorového uspordddni funkcnich skupin



2.1.2 Polymerni struktura a struktura v roztoku

Enzymaticky syntetizovany polymerni disacharid hyaluronan muiZe byt sloZen az z 25 000
disacharidovych jednotek. Molekulovd hmotnost takové molekuly polymeru se pohybuje
vrozsahu od 5000Da do 20000 Da. Primé€méd molekulovd hmotnost hyaluronanu
nachdzejicim se v lidské synovidlni tekutiné se pohybuje okolo tif az ¢tyf milionil Da.

Ve fyziologickém roztoku je molekula hyaluronanu vyztuZzena kombinaci chemické
struktury disacharidu, vnitinich vodikovych vazeb a interakcemi s rozpoustédlem. Axidlni
atomy vodiku formuji nepolarni, relativné hydrofobni domény, zatimco ekvatoridlni postranni
fetézce tvoii vice poldarni, hydrofilni domény, ¢imZ se vytvaii zkroucena ,,stuhovitd* struktura
(Obr. 3). Nasledkem toho molekula hyaluronanu zaujimd ve fyziologickém roztoku
roztazenou nepravidelné stoCenou strukturu, kterd zabird velmi Sirokou doménu. Domény
jednotlivych molekul by se vroztoku navzdjem prekryvaly pfi koncentraci hyaluronanu
1 mg-ml_1 a vyssi [3].

Obr. 3: Struktura hyaluronanu v roztoku (sv. modrd krychle vyobrazuje doménu molekuly v roztoku,
modré a cervené oblasti zndzornuji hydrofilni, resp. hydrofobni cdsti stuhovité struktury) [3]

Doménova struktura hyaluronanu mé zajimavé a dilezité dasledky. Malé molekuly, jako je
voda, elektrolyty a Ziviny se mohou volné S§ifit rozpoustédlem uvnitt domény. Velké
molekuly, jako bilkoviny, jsou ¢aste¢né vylu€ovany z domény kvili jejich hydrodynamické
velikosti. Hyaluronanové sité¢ v doméné poskytuji méné prostoru pro jiné molekuly, které jsou
vétsi. To vede k pomalejsi diftizi makromolekul skrz sité a jejich niZSim koncentracim v siti

ve srovnani s volnymi prostory v okoli hyaluronanu.

Hyaluronanové ftetézce se v roztoku neustdle pohybuji, coz zplisobuje neustilou zménu
velikosti efektivnich porti v siti. Statisticky mohou existovat vSechny velikosti pord, jen
s riznou pravdépodobnosti, coZ znamend, Ze vSechny molekuly mohou projit hyaluronanovou
siti, ale s riiznym stupném zpomaleni v zdvislosti na jejich hydrodynamickych objemech [3].



2.1.3 Sekundarni struktura

Retézce hyaluronanu obsahuji dva typy vazeb — vazby v sacharidovych jednotkdch a vazby
mezi jednotkami. Sacharidové jednotky si udrZzuji relativné stily tvar. Mezi témito rigidnimi
jednotkami existuji glykosidické vazby, které sestavaji z atomu kysliku spojujiciho jednotlivé
sacharidy. Tyto atomy kysliku jsou dvojvazné a jejich vazby jsou orientovdny jako ramena
pismene ,,V*. Substituenty pfipojené na koncich ramen se mohou otacet o 360 stupinit. Ac¢koli
neni moznd Gplnd svoboda ve vytvafeni konfiguraci substituentli okolo atomu kysliku, pfesto
kazdy glykosidicky mustek poskytuje nékolik moznych konfiguraci. Vyndsobenim téchto
moznosti poctem mistkii v dlouhém fetézci ziskdme obrovské mnoZstvi tvart jedné
molekuly. Uspotadani molekuly vypada jako ndhodné, ale neni tomu tak.

Struktura ma tvar dvojndsobné spirdly (ne dvouSroubovice, do niZ jsou zapojeny dva
molekuldrni fetézce), ve které hraje diileZitou roli voda jako stabiliza¢ni faktor. Tato jakoby
paskova struktura vykazuje mirné zakiiveni jak v primétu, tak v prostorové projekci (Obr. 4).

Vyznam této sekundarni struktury spocivd v existenci hydrofobni oblasti ve dvojité spiréle
o velikosti osmi uhlikovych atomi. Hyaluronan mda tudiZ vlastnosti vysoce hydrofilniho
materidlu sou€asné s hydrofobnimi doménami. Jednd se tedy o amfifilni molekulu [4].

Obr. 4: Struktura hyaluronanu v roztoku; 1 — prumeét, 2 — pohled podél osy dvojndsobné spirdly,

3 — prostorovd projekce [4]

2.1.4 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamicky. Nékteré buriky, jako naptiklad chondrocyty
v chrupavkdch, aktivné syntetizuji a katabolizuji hyaluronan po celou dobu Zivota tkiné.
Syntéza je vétSinou vyvdzena srozkladem, ¢imz se udrZuje konstantni koncentrace
hyaluronanu v tkdni. Polocas rozkladu molekuly hyaluronanu v chrupavce je obvykle dva az
tfi tydny. PoloCas rozpadu hyaluronanu v krvi je ptekvapivé kritky, jen né€kolik minut.
V nékterych piipadech vSak prevladd syntéza nebo rozklad hyaluronanu. Piikladem mohou
byt keratinocyty, ve kterych prevazuje syntéza. Odhaduje se, Ze témct jedna tietina
z celkového mnoZstvi hyaluronanu v lidském téle je metabolicky odstranéna a nahrazena
béhem primérného dne [3].
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2.1.5 Moznosti vyuziti kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronovd je mnohdy povaZovdna pouze za molekulu extraceluldrni matrix.
Minuly a souc¢asny vyzkum vSak objevuje nové a nové funkce této molekuly jak na bunécné,
tak na orgédnové Urovni.

VSechny ziskané znalosti o této molekule poukazuji na to, Ze kyselina hyaluronova je
molekula velkého vyznamu. Je nutnd pro spravnou funkci organismu. Jeji vSudypfitomnost
a ucCast na celé fadé biologickych procesi, jako jsou angiogeneze, migrace a proliferace
riznych bunécnych typu, dcast na zdnétlivych procesech, procesech hojeni ran a dalSich,
ukazuje na celou fadu moznosti vyuZiti této molekuly jako 1é¢ivé latky.

Diky svym unikdtnim vlastnostem naSla kyselina hyaluronovd jiz fadu uplatnéni
v nejriznéjSich medicinskych odvétvich. V revmatologii, oftalmologii, diabetologii,
farmaceutické technologii a dalSich oblastech, naptiklad pfi hojeni ran [5].

Hyaluronan spolu s ostatnimi glykosaminoglykany a kolagenem tvoii dileZitou slozku
mechanismu znovuobnoveni poranéné tkdn€. Béhem prvnich dni po vzniku zranéni je
hyaluronan ptevlddajicim glykosaminoglykanem v ran¢. Pti 1é¢b¢ napiiklad koZnich ¢i o€nich
poranéni plisobi vyrazné piiznivé. U koZnich popdlenin a ran dochézi k urychleni epitelizace
a projevuje se schopnost hojeni bez jizev. Také pfi terapii o€nich onemocnéni je pozorovdno
rychlejsi hojeni poSkozené rohovky [6].

Diky své vysoké biokompatibilit¢ a pfitomnosti v extraceluldrni matrix tkané ziskava
hyaluronan popularitu jako vhodny materidl pro tkanové inzenyrstvi. Kvili vysoké
rozpustnosti nativniho hyaluronanu ve vod¢ a jeho kriatkému biologickému polocasu rozpadu
je pro tyto aplikace Castéji vyuzivan zesitény modifikovany hyaluronan ve form¢ hydrogelu
[7].

Hyaluronan byl pouzit k syntéze biologickych scaffoldli pro aplikaci pti hojeni ran. Tyto
scaffoldy obvykle obsahuji proteiny jako je fibronektin, které jsou navdzany na hyaluronan,
pro usnadnéni migrace bunék do tkané. Toho se vyuZivad zejména u osob trpicich na chronické
diabetické rany [8].

Hyaluronan se pouziva také k 1écbé osteoartrézy kolenniho kloubu. Je aplikovdna série
injekci do kloubu, ¢imZ dochdzi ke zvySeni viskozity kloubni tekutiny. To ma za nasledek
promazdni a odpruZeni kloubu a analgeticky ucinek. Bylo také dokdzdno, Ze hyaluronan ma
pozitivni biochemicky efekt na chrupavku [9, 10].

Hyaluronan je dnes také Siroce pouZivan jako aktivni latka v fadé¢ kosmetickych piipravka.
Pletové mléko shlavni ucinnou slozkou hyaluronanem sodnym je pouZivdno k 1é¢bé
atopického ekzému [11].

2.1.6 Role kyseliny hyaluronové pii kancerogennich procesech

Kyselina hyaluronovd ma velky vliv pfi kancerogennim procesu. Interakci se specifickym
CD44 receptorem indukuje hyaluronan bunéfnou motilitu, invazi rakovinnych bunék
a indukuje angiogenezi. Dnes je zndmo nejméné 14 typt karcinomi, u kterych byla zjiSt€na
zvySend koncentrace hyaluronanu, a to jak pfimo v bunikich samotnych, tak
i v mezibunééném stromatu. Neni vSak zcela jasné, zdali jsou tato zjiSt€énd mnoZstvi
hyaluronanu vlastni pfi¢inou anebo spiSe az diisledkem nékterého jiného patologického
pochodu [12].
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Pfi zminénych procesech je uc¢inek hyaluronanu na buné¢né tdrovni a ndsledné i na drovni
tkdnové a orgdnové zprosttedkovan vazbou na charakteristické receptory. Hlavnim
receptorem pro kyselinu hyaluronovou je molekula CD44 [13-16]. CD44 je
transmembrdnovy receptor vSudypiitomny v lidském téle. Vazba hyaluronanu na tento
receptor vede k celé fadé¢ bunéénych odpovédi, jako jsou pfilnavost, organizace a obrat
extraceluldrni matrix na povrchu bunééné membréiny a zprosttedkovani migrace lymfocyti
v prubéhu zinétu. Tento receptor mulZe existovat v celé fadé izoforem [12, 17]. Jednim
z receptorl, ktery se svoji funkci a expresi podobd molekule CD44 je RHAMM. Ten narozdil
od CD44 neni transmembrdnovym proteinem. Po navdzdni hyaluronanu je hlavni funkci
RHAMM zprostiedkovat adhezi a bunéénou hybnost. Oba receptory se podileji na regulaci
pfenosu bunécnych signdlu.

2.1.7 Cilena distribuce lé¢iv

Nosi¢e 1éCiv jsou v soucasné dobé stile vice studovany v kontextu vyvoje novych
terapeutickych systémli pro 1é€bu mnoha typli onemocnéni. Tyto nosi¢e maji za ukol
pfedevsim zajistit prodlouzenou cirkulaci d¢innych litek v krevnim obéhu, fizenou aktivaci
a ucinek selektivné zamétfeny na cilovou tkén, soubor bun€k (napt. nddor), jednotlivou buiiku
nebo dokonce i bunééné kompartmenty. Nosic¢e 1é¢iv mohou omezit nezddouci ucinky terapie,
zajistit rozpustnost ve vodé nerozpustnych aktivnich litek a v neposledni fadé také potlacit
rezistenci cilové tkané k léCivu. Byla vyvinuta celd fada nosi¢l zaloZenych na rozpustnych
polymerech, liposomech, nano¢ésticich a polymernich micel4ch.

Nejvetsi pozornost je dnes zamétfena na vyvoj nosicli kancerostatik a to zejména z diivodu
vysoké spolecenské zdvaznosti nddorovych onemocnéni, kterd je ddna jejich Castym
vyskytem a dodnes mnohdy malo d¢innou 1écbou. Dnes uzivana protinddorova léciva nejsou
totiz dostatecné selektivni pro nddorovou tkén, coZ se projevuje vyraznou fadou nezadoucich
ucinkt [18].

Jak jiz bylo zminéno, hyaluronan se zda byt vhodnou ldtkou pro cilenou distribuci 1é¢iv, jak
uz pro svoji biokompatibilitu, tak také kvuali jeho vazbé sreceptorem CD44 [19, 20].
Hyaluronan je vysoce hydrofilni polymer s masivnim hydratacnim obalem. Proto jej nelze
piimo vyuZit pro pfepravu nepoldrni latky. JelikoZ ma fada ucinnych 1€kt hydrofobni
charakter, musi byt hyaluronan pro zminéné pouZiti hydrofobné modifikovén, coz ale muize
ovlivnit jeho biologickou aktivitu a kompatibilitu. LepSim zplisobem je vazba hyaluronanu
fyzikdlnimi interakcemi snéjakym vhodnym molekularnim partnerem, ktery zajisti
rozpustnost hydrofobniho 1é¢iva.

Naptiklad kombinace hyaluronan-tenzid miZze byt vhodnym typem takovych agregati.
V téchto systémech je hydrofobni 1é¢ivo solubilizovano v hydrofobnich prostorech tenzidii
(v micel4ch), zatimco hylauronan zajist'uje vnéjsi ochranu a biokompatibilitu celého systému
a obstardva cilen{ systému.
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2.2 Koloidni disperzni systémy

Disperzni soustava je takova soustava, kterd obsahuje alespont dva druhy hmoty, pficemz
jeden druh je rozptylen ve druhém ve formé vice nebo méné€ jemnych ¢4stic. Rozptyleny druh
se nazyva disperzni podil, spojity druh disperzni prostfedi. Pod pojmem druh hmoty se
rozumi sloZka nebo faze. V roztocich predstavuje disperzni prosttedi rozpoustédlo a disperzni
podil rozpusténd latka. Prevdznd vétSina disperzi patii mezi viceslozkové soustavy [21, 22].

Povahu disperzniho systému ovliviluje celd fada faktor. Predev§im jde o velikost
disperznich Céastic a pocet fazi v systému, ddle pak tvar castic, skupenstvi disperzniho
prostiedi a disperzniho podilu, interakce mezi ¢asticemi a disperznim prostfedim, vzdjemné
interakce mezi ¢asticemi ¢i povrchové a elektrické vlastnosti ¢astic.

Podle velikosti ¢astic disperzniho podilu jsou disperze déleny na né€kolik typl, mezi nimiz
je vSak plynuly ptechod. Jedna se o

e analytické disperze s velikosti ¢astic mensi neZ 1 nm,
e koloidni disperze s velikosti ¢astic od 1 nm do 1 pm,
e mikrodisperze s velikosti ¢4stic od 1 um do 10 um a

e makrodisperze s velikosti ¢astic nad 10 pm [21].

Céstice koloidniho systému se chovaji stejnym zptisobem jako molekuly v pravych
roztocich, coZ znamend, Ze vykondvaji chaoticky termicky pohyb — Brownilv pohyb.
Vzijemnymi srdzkami 1 srdZkami s molekulami disperzniho prostfedi méni koloidni ¢éstice
svllj smér irychlost pohybu. Intenzita Brownova pohybu roste se stupném disperzity
(tj. s ptevrdcenou hodnotou rozmeéru disperzniho podilu), protoze se zvétSuje pocet Castic
a tim také pocet vzdjemnych srdzek. Stejny vliv mé vzrist stupné disperzity na osmoticky tlak
vyvolany ¢asticemi.

Vlastnosti, kterd odliSuje koloidni soustavy od pravych roztokt je to, Ze zplsobuji rozptyl
svétla prochdzejiciho roztokem. Svétlo odrdzejici se od jednotlivych castic zpiisobuje, Ze jsme
schopni vidét drahu paprsku. Toto rozptylovani svétla se nazyva Tyndalltiiv efekt [21].

Vzhledem k velké rozmanitosti je ucelné rozdélovat koloidné disperzni systémy do tii
skupin:

e Lyofobni disperze (koloidni disperze) — heterogenni systémy, v nichZ disperzni podil
a disperzni prostfedi predstavuji dvé rtizné faze. Tyto faze jsou oddéleny fazovym
rozhranim, které vyrazné ovliviiuje jejich vlastnosti. Vznikaji z hrubych disperzi
umélym dispergovdnim nebo z pravych roztokl srdZenim na cCdstice koloidni
velikosti. Jsou termodynamicky nestdlé, samovoln¢ zanikaji.

e Lyofilni koloidy (koloidni roztoky) — homogenni koloidni systémy, v nichZ disperzni
podil tvoii s disperznim prostfedim jednu féazi. Jsou to pravé roztoky makromolekul,
které vznikaji samovolnym rozpousSténim a jsou termodynamicky stdlé. Samovolny
vznik je podminén afinitou makromolekul k disperznimu prostiedi.

e Asociativni (miceldrni) koloidy — vznikaji samovolnou reverzibilni asociaci
nizkomolekulédrnich latek s amfifilni strukturou v pravém roztoku. Mezi molekulami
v roztoku a vzniklymi asocidly se ustavuje rovnovédha [21].
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2.3 Asociativni micelarni koloidy

Nékteré nizkomolekuldrni latky poskytuji ve vhodném rozpousStédle ve velkych ziedénich
pravé roztoky, ale od ur€ité koncentrace jejich molekuly asociuji do té miry, Ze vytvareji
¢astice koloidnich rozmért. Tyto dtvary se nazyvaji micely a latky, které se chovaji timto
zpusobem, oznacujeme jako miceldrni neboli asociativni koloidy [22].

2.3.1 Struktura micelarnich koloidu

Schopnost vytvdret micely je podminéna zvlaStni strukturou molekul. Tato podminka
vyZzaduje, aby molekula obsahovala hydrofilni skupiny, které svou velkou afinitou

k rozpoustédlu zaru€uji znacnou rozpustnost, a aby soucasné druhd ¢ast molekuly byla sama
osobé vdaném prostiedi nerozpustnd, tedy hydrofobni. Takové molekuly se nazyvaji

amfifilni.
nahita hydrofilni
funkiéni skupina hydrofobni uhlikaty ¥etézec

R N N N

H H H H H
C C C C C—H

IVARSYAANVANNVANNY

I H | H | H | H I H

H H H H H

Obr. 5: Struktura molekuly tenzidu

Latky s vySe popsanou strukturou jsou oznacovény jako povrchové aktivni litky (PAL)
neboli tenzidy. Tyto litky jsou podle schopnosti disociovat ve vodném roztoku rozdélovany
na ionogenni (aniontové, kationtové, amfoterni) a neionogenni neboli neutrdlni. Aniontové
PAL disociuji za vzniku povrchové aktivnich anionti. Nejvyznamné¢j$imi pfedstaviteli této
skupiny jsou alkalické soli vySSich mastnych kyselin (pfirozend mydla). Kationtové PAL tvoii
pii disociaci ve vodé povrchové aktivni kationty. Typickym piikladem jsou soli ¢tyfsytnych
amonnych bazi — cetyltrimetylamonium bromid (CTAB). Sou€asna pfitomnost aniontovych
a kationtovych PAL ve vodném roztoku obvykle neni moznd, nebot’ v takovém roztoku se
z velkého kationtu a velkého aniontu vytvaii velmi slabé disociujici stl o velké moldrni
hmotnosti, kterd je prakticky nerozpustnd. U amfoternich PAL naboj micely zavisi na pH.
Amfifilni neionogenni PAL nejsou schopné elektrolytické disociace. Skladaji se z dlouhého
uhlovodikového fetézce s nékolika poldarnimi, ale neionogennimi skupinami na konci, které
zajist'uji rozpustnost téchto sloucenin [21].

14



2.3.2 Micely a kriticka micelarni koncentrace

Asociativni povrchové aktivni latky tvoii ve velkych zfedénich pravé roztoky. Pfi urcité
koncentraci dojde v systému k samovolné agregaci molekul do utvari koloidni velikosti.
Hnaci silou agregace jsou hydrofobni interakce. Jejich podstatou je pomérné znacny vzrust
entropie (cca 140 J'-K™'mol™") p¥i piechodu tenzidu z monomerniho do agregovaného stavu.
Vznikajici dtvary se nazyvaji micely a pfislusna koncentrace, pfi které k agregaci dochézi, se
nazyva kritickd miceldrni koncentrace (oznacovana z angl. CMC). Pod touto koncentraci
existuji molekuly PAL v systému pouze ve formé jednotlivych molekul, nad ni vSechny

pridavané molekuly PAL asociuji do micel. CMC je tedy nejvys$i moznd koncentrace, pfi niz
je PAL v roztoku v molekulové (iontové) formée [21].

Pii postupném rozpouSténi tenzidu se hydrofobni ¢asti amfifilnich molekul snazi
minimalizovat kontakt s vodnym prostfedim. Nejprve se tyto molekuly samovolné hromadi na
povrchu kapaliny a orientuji se hydrofobnimi ¢dstmi ven z roztoku a hydrofilnimi ¢4stmi do
roztoku. V okamZiku, kdy je celd plocha povrchu tekutiny nasycena molekulami tenzidu,
nemohou se uz dal$i molekuly v povrchové vrstvé hromadit. V této chvili bylo dosazeno
CMC. Po prekroceni CMC dochdzi jiz ke vzniku agregiti — micel (Obr. 6). Ve vodném
(polarnim) prostfedi tvoii jadro micely navzdjem propletené nepolarni uhlovodikové fetézce
molekul PAL, které se stdle snaZi minimalizovat kontakt s vodnym prostiedim. Na vnéjSim
povrchu micely jsou rozmistény polarni skupiny (hydrofilni ¢asti molekul, hydrofilni hlavy).
Jde-li oionogenni PAL, poldrni skupiny disociuji. Vznikaji nabité micely obklopené
elektrickou dvojvrstvou tvofenou disociaci vzniklymi protiionty [21].

Monovrstva na hladine

c = CMDOC

Molekuly tenzidu/]qu"L

c = CMOC

Obr. 6: Proces micelizace
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Velikost a tvar micel zdvisi na koncentraci, teploté, molekuldrni strukture PAL, charakteru
mezimolekulédrnich sil atd. Ve zfedénych vodnych roztocich nad CMC vznikaji malé kulovité
(sférické) agregaty, v koncentrovanych roztocich jsou piitomny i micely jiného tvaru.
S rostouci koncentraci roztoku se zvétSuje rozmér micel a uhlovodikové fetézce se v nich
stdle vice orientuji navzdjem rovnobézné, az do vzniku lamindrnich micel sloZenych ze dvou
vrstev PAL, které jsou k sobé& obraceny uhlovodikovymi fetézci a ionogenni skupiny sméfuji
ven.

Ziedéné roztoky miceldrnich koloidl se vyznacuji typickych pribéhem zdvislosti riznych
fyzikédlnich vlastnosti na koncentraci. Ty vykazuji zlomy, které u jinych roztoki
nepozorujeme. Tento zlom potvrzuje skute¢nost, Ze v roztoku doSlo pti CMC k vyznamnym
zméndm. Existence téchto typickych zdvislosti ndm umoZiiuje vyuZiti rozliénych metod
k uréeni CMC, jakoZto jednoho z nejdilezitéjSich hodnoticich parametri u asociativnich
koloidii. CMC se bézné stanovuje ze zlomu koncentraéni zdvislosti povrchového napéti [23],
dynamického rozptylu svétla [24] a dalSich fyzikélnich parametrt.

Dnes je pro svou rychlost a jednoduchost velice populdarni metodou pro stanoveni CMC
metoda zaloZend na méfeni fluorescence. Konkrétné napiiklad metodé vyuZivajici pyren
ajeho derivaty jako fluorescen¢ni sondy je kvili vysoké citlivosti vénovdna vysokd
pozornost. Je dobfe zndmo, Ze optické vlastnosti fluorescen¢nich sond jsou siln€ ovliviiovany
polaritou jejich prostiedi. Pod CMC se budou sondy vyskytovat hlavné ve vodném prostiedi,
zatimco nad CMC jsou inkorporovdny dovniti micel. V piipadé¢ nedostatecného objemu
micely neni fluorescencni sonda plné v€lenéna do hydrofobniho prostoru, neni dplné
rozpusSténa v jddie micely. Zména prostfedi sondy se projevi zménou intenzity vibrac¢nich
pasti emisnich ¢i excitacnich spekter a ndsledné zlomem v koncentra¢nich zavislostech [23,
25-27].

2.4 Optické vlastnosti koloidnich soustav

Optické vlastnosti koloidnich soustav jsou siln€ zavislé zejména na fyzikalnich vlastnostech
koloidnich ¢astic — predevSim jejich velikosti, elektrické vodivosti a vlastni absorpci svétla
latkou tvofici disperzni fazi. Nejvice informaci zjevid spojenych s interakci svétla
s koloidnimi soustavami poskytuji rozptyl a absorpce svétla.

Cisty rozptyl svétla nastava za podminky, 7e vinovéa délka svétla A je podstatné v&tsi neZ
koloidni ¢astice v soustaveé (o poloméru r), plati-li tedy podminka A >> r. Je-li tomu naopak,
dochdzi pfednostné k odrazu svétla a pak pozorujeme zdkal (hrubé disperzni soustavy).

Pokud dochédzi pouze krozptylu svétla, zmenSeni intenzity dopadajictho svétla Iy na
hodnotu 7 pti prichodu vrstvou o tloust'ce x je dino formdln¢ vztahem:

I=1,-exp(-7-x), (D)
kde t pfedstavuje turbiditu, kterd je mirou uhrnné energie rozptylené pii prichodu paprsku
svétla vrstvou suspenze o jednotkové tloust'ce na vSechny strany od tohoto paprsku.

Rozptyl svétla je slozity jev, ktery zahrnuje podle okolnosti odraz, lom, ohyb a interferenci
svétla [21, 22, 25].
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2.4.1 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS), nazyvand rovnéZz jako fotonova korelacni
spektroskopie (PCS) je v sou€asné dobé Siroce pouZivand pro stanoveni velikosti koloidnich
¢astic. Obvykle jsou vysledky v pfimétené shodé s vysledky elektronového mikroskopu.
Urcité nesrovnalosti ve vysledcich mohou byt pfisouzeny napt. rozdilu mezi
hydrodynamickym polomérem, ktery miiZe zahrnovat solvatacni obal ¢i naadsorbovanou
vrstvu na povrchu ¢dstic, a skuteénym polomérem. V piipadé polydisperznich systému se
musi vzit do dvahy pohyb ¢astic rozdilnych velikosti a korela¢ni funkce mé poté slozitéjsi
formu.

Ziskand primérnd velikost koloidnich ¢astic je vdZena podle paté mocniny (tzv. Z-average),

takZe velké Castice jsou v této hodnoté velmi nadhodnoceny a dokonce se muze stit, Ze frakce
malych ¢astic se tplné ztrati ve velké intenzité zafeni rozptyleného na vétsich Casticich.

24.2 Princip DLS

Principem metody dynamického rozptylu svétla je meéfeni fluktuaci intenzity svétla
rozptyleného molekulami ¢i ¢asticemi ve vzorku v pribéhu casu. Pii rozptylu svétla
molekulou se rozptyli ¢ast dopadajiciho svétla. Kdyby byla molekula staciondrni, mnozstvi
rozptyleného svétla by bylo konstantni, ale jelikoZ vSechny molekuly v roztoku difunduji
Brownovym pohybem vhledem k detektoru, existuji interference (pozitivni nebo negativni),
které zptsobuji zménu intenzity.

Cim rychleji ¢astice difunduji, tim rychleji se méni intenzita rozptyleného svétla. Rychlost
téchto zmén je tudiZ pfimo zdvisld na pohybu molekuly. Diftizi molekul v principu ovliviiuji
néasledujici faktory:

e Teplota— ¢im vyssi je teplota, tim rychleji se molekuly pohybuji

e Viskozita rozpoustédla — ¢im vys§i je viskozita rozpoustédla, tim pomaleji se

molekuly pohybuji

e Velikost molekul — ¢im vétsi jsou molekuly, tim pomaleji se pohybuji
Jsou-li teplota a rozpoustédlo zndmy a konstantni, proménlivost intenzity rozptyleného svétla
je ptimo dimérnd ,,velikosti* molekuly. Tato veli€ina se nazyva hydrodynamicky polomér Ry.
Tento polomér je polomérem koule, jejiZ hydrodynamické chovani je za dané teploty v daném
rozpoustédle stejné jako chovéni sledované disperzni ¢éstice.

Jak jiz bylo uvedeno, fluktuace intenzity rozptyleného svétla je zavisld na velikosti ¢astic.
Okamzitou hodnotu fluktuace intenzity rozptyleného svétla v ase ¢ popisuje pro
monodisperzni systém tzv. autokorelacni funkce g(#), kterd je definovand vztahem

o(r)= exp[_—’J, @)
tC

kde fc je relaxacni Cas. Relaxacni Cas je charakterizovdn jako doba potifebnd k ndvratu
fluktuace k primérné hodnoté intenzity rozptyleného svétla. Hodnotu relaxacniho Casu lze
vztahnout k difdznimu koeficientu D rozptylujicich ¢astic prostfednictvim rovnice

1

Ic = 5
<= Dy’ (3

kde g je rozptylovy vektor, jehoZ hodnota je funkci vinové délky dopadajiciho zafeni, indexu
lomu disperzniho média n a dhlu 6, pod kterym je intenzita rozptyleného svétla méfena:

17



U @)

Difizni koeficienty méfenych céstic je potom moZno pievést na velikost ¢dstic pomoci
Stokesovy-Einsteinovy rovnice:

_ kT

- 62D’ ©)
kde D je transla¢ni difuzni koeficient, kje Boltzmannova konstanta, 7 je teplota a 7 je
viskozita disperzniho prostiedi [26—28].

h

2.4.3 Meéreni velikosti ¢astic

Pfi méfeni velikosti Castic se provddi méfeni Brownova pohybu, které se uvadi do vztahu

7 w2z z w2z

s velikosti ¢astic. Dllezitym rysem Brownova pohybu pro DLS je to, Ze se malé Castice
pohybuji rychle a velké ¢astice se pohybuji pomaleji. Méfeni Brownova pohybu se provadi
osvétlenim c4stic laserem a analyzovanim fluktuaci intenzity v rozptyleném svétle. Vystupem
méteni je dle nastaveni softwaru napt. distribuce velikosti ¢astic podle intenzity. Intenzita je
uviadéna v procentech a uddvd, jakd c¢dst intenzity paprsku dopadajiciho na Céstice je

rozptylovana.

Typicky systém DLS se skldda ze Sesti hlavnich komponent. Piedev§im se pouZiva laser
(Obr. 7 — ¢ast 1) jako zdroj svétla pro osvétleni Castic vzorku uvnitt cely (Obr. 7 — &ést 2).
Vétsina laserovych paprskll prochédzi ptimo skrz vzorek, ale n€které jsou rozptylené casticemi
ve vzorku. Detektor (Obr.7 — C4st 3) se pouziva pro méfeni intenzity rozptyleného svétla.
Detektor je v naSem piipad¢ umistén do polohy v dhlu 173° (detekce zpétného rozptylu).
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Obr. 7: Schéma zarizeni Zetasizer Nano pro méreni velikosti cdstic
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Intenzita rozptyleného svétla musi byt pro detektor uvnitt ur¢itého rozsahu, aby ji mohl
UspéSn¢ zmetit. Je-1i detekovdno piiliS mnoho svétla, pak se detektor pietizi. Aby se tato
prekazka prekonala, pouZivd se pro sniZeni intenzity laseru 'zeslabovac" (attenuator)
(Obr. 7 — ¢ast 4), ktery tudiZ sniZuje i intenzitu rozptylu. Signdl intenzity rozptylu pro detektor
projde na desku digitdlniho zpracovani signdlu nazvanou koreldtor (Obr.7 —Cast5).
Korelator srovndv4 intenzitu rozptylu v nékolika po sobé jdoucich ¢asovych intervalech, aby
odvodil rychlost, kterou se intenzita méni.

Tato informace z korelatoru pak piejde do pocitace (Obr. 7 — €ast 6), kde specidlni software
analyzuje data a odvozuje informace o velikosti [29].

2.5 Elektrické vlastnosti koloidnich soustav

Pritomnost ¢astic disperzni fdze a Siroce rozvinutého fdzového rozhrani v disperznich
soustavdch podminiuje zvlastni rdz jejich elektrickych vlastnosti a predev§im vznik
tzv. elektrokinetickych jevli. Podobné jako maly jednoduchy ion kolem sebe vytvéii iontovou
atmosféru protiiontd, tak se i kolem nabité koloidni Castice seskupuji malé ionty opacného
znaménka, takZe na povrchu této ¢dstice vznikaji dveé nabité vrstvy, tzv. elektrickd dvojvrstva.

il
i
@ ® ®
yau
@ 1 ® =)
|
Sternova vrstva e glektrické dvojvrstva
f ‘ i
|
elekirichy potencidal ‘ |
|
povrchovy potencial :
|
Sterniv potencial =+ :
|
Zeta potencial - ——
vrddlenast ad pavrchiu

Obr. 8: Elektrickd dvojvrstva koloidnich cdstic
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Vv

V elektrické dvojvrstveé l1ze vymezit dvé zdkladni ¢4sti. Kompaktni ¢ast blizsi k povrchu,
kde plsobi adsorpéni sily, a vzdalen¢jsi diftzni cast, kde lze tyto adsorpcni sily zanedbat.
Vzhledem k povrchovému ndboji koloidnich ¢éstic existuje potencidlovy rozdil mezi jejich
povrchem a roztokem. Lze rozliSit dva druhy potencidlovych rozdild. Prvnim z nich je
elektrokineticky potencidl, jehoZ hodnota je ddna celkovym potencidlovym rozdilem mezi
povrchem céstice a objemem kapaliny. Je odpovédny za jevy spojené s vedenim elektrického
proudu a za membrdnové potencidly. Druhym potencidlem je elektrokineticky potencidl
({potencidl, zeta potencidl), jimZ se rozumi potencidlovy rozdil mezi objemem kapaliny
a difizni ¢4asti elektrické dvojvrstvy.

Podle Sterna je prvni vrstva, a s ni i nékolik vrstev protiiontd, pfitahovana k povrchu jak
elektrostatickymi, tak adsorp&nimi silami. Cdst protiiontii tedy zGstdva v blizkosti povrchu.
V této adsorpéni vrstvé dochdzi k prudkému poklesu elektrického potencidlu. Zbylé
protiionty, nutné ke kompenzaci ndboje iontd urcujicich potencidl, vytvaii v disledku
tepelného pohybu diftizni ¢ast elektrické dvojvrstvy. Po piidavku elektrolytu do systému se
bude difizni vrstva stlaCovat a stdle vice protiiontd se ocitne v adsorpéni vrstvé. Zeta
potencidl se bude sniZovat, aZ dosdhne téméf nulové hodnoty. Pfi fedéni systému se diftizni
vrstva naopak rozsifuje a zeta potencidl roste.

Elektricky naboj dvojvrstvy charakterizuje a zaroven ovliviiuje stabilitu koloidnich
systémi. Zeta potencidl, ktery odpovidd ndboji difizni ¢asti dvojvrstvy, je pravé mirou tohoto
ndboje [25]. Obecnd délici ¢dra mezi stabilnim a nestabilnim koloidnim systémem se

zpravidla bere *#30 mV. Cistice se zeta potencidlem kladn&jsim ne? +30 mV, nebo
zaporngjSim nez —30 mV se normélné povaZzuji za stabilni.

2.5.1 Meéfeni potencialu zeta
Potencidl zeta je pfi méfeni vypocten stanovenim elektroforetické pohyblivosti a potom
pouzitim Henryho rovnice:

_ 2¢ez flka)
UE - 3;7 ’ (6)

kde Ug predstavuje elektroforetickou mobilitu, € je dielektrickd konstanta, z je zeta potencidl,
n je viskozita rozpoustédla a f{ka) vyjadiuje Henryho funkci, kterd je charakteristickd pro
dané prostfedi. Pro uréeni f{ka) se obecné pouZivaji jako aproximace dvé hodnoty — bud’ 1,5
pro polarni média nebo 1,0 pro nepolarni.

Elektroforetickd pohyblivost se ziskd provedenim elektroforézy vzorku. Zidkladem
klasického mikroelektroforetického systému je cela s elektrodami na kazdém konci, na které
je aplikovany potencidl. Cdstice se pohybuji smérem k elektrodé s opaénym ndbojem, jejich
rychlost se méfi a vyjadii se v jednotkdch intenzity pole jako jejich pohyblivost. Rychlost
¢astic se méefi metodou laserové dopplerovy velocimetrie, pfi které se svétlo rozptylené v dhlu
17° kombinuje s referen¢nim paprskem. To vyvolavd kolisajici signdl intenzity, kde pomér
fluktuace je imérny rychlosti ¢astic [29].
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Obr. 9: Princip pohybu cdstic pri méreni elektroforetické pohyblivosti [29]

Systém pro méteni potencidlu zeta zahrnuje Sest hlavnich komponent. Jako svételny zdroj
svétla je pouzivan laser (Obr.9 — &ast 1), pro osvétleni Castic ve vzorku. Pro méfeni
potencidlu zeta je zdroj svétla rozdélen, aby poskytoval dopadajici a referenc¢ni paprsek.
Laserovy paprsek prochdzi sttedem kyvety (Obr. 9 — ¢ast 2) se vzorkem, a detekuje se rozptyl
v dhlu 17°. KdyZz se na kyvetu aplikuje elektrické pole, vSechny c¢éstice pohybujici se
v méfeném objemu zplsobi, Ze detekovand intenzita svétla kolisd s frekvenci dmérnou
rychlosti ¢astic. Detektor (Obr. 9 — ¢ast 3) odesila tuto informaci na digitdlni procesor signdlu
(Obr. 9 — ¢ast 4). Informace nasledné ptejde do pocitace (Obr. 9 — cast 5), kde je pomoci
softwaru vytvotfeno frekvenéni spektrum, ze kterého se ndsledné pocitd elektroforetickd
pohyblivost, a tudiZ i potencidl zeta. Pro zajiSténi idedlni intenzity rozptyleného svétla
v kyveté se pouzivd zeslabovac¢ (Obr. 9 — ¢ast 6) [29].

sluéujici
7 referecni paprsek optika
deli¢ i kompenzacni
paprs @ j optika

dopadajici
paprsek

Obr. 10: Schéma zarizeni Zetasizer Nano pro méreni potencidlu zeta
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2.6 Fluorescence

2.6.1 Princip fluorescence, doba zivota a kvantovy vytézek fluorescence

Po absorpci svétla organickou molekulou v zdkladnim stavu (So) dojde k excitaci elektronu,
ktery pfeskoci z nizko leZiciho orbitalu do nejblizSiho volného orbitalu s vySsi energii. Timto
zptisobem muze dojit k vytvoieni bud’ singletového nebo tripletového excitovaného stavu.
V piipad¢ singletového stavu (S;) jsou spiny obou elektront antiparalelni. Vytvoreni

takového stavu je z kvantové-mechanického hlediska nejpravdépodobnéjsi. V piipadé
tripletového stavu (T;) jsou spiny obou elektronl orientovdny paraleln¢.

Procesy, které se objevuji mezi absorpci a emisi svétla jsou obvykle ilustrovdny pomoci
Jabtoniskiho diagramu (Obr. 11), ktery také zndzoriiuje molekuldrni procesy, k nimz muze
dojit v excitovaném stavu. Zafivé procesy jsou charakterizovdny vyzirenim fotonu a jsou
v diagramu oznaceny jako piimé Sipky. Nezditfivé procesy se uskutecniuji mezi vibracné-
-rota¢nimi hladinami rGznych elektronovych stavli, neméni se pii nich celkovd energie
systému, a tudiZ nedochdzi k emisi zafeni, nybrZz jen ke zvySeni tepelné energie systému.
V diagramu jsou nezafivé procesy oznaceny vlnovkami.

4 Singletovy
systém . ¥
Tripletovy vibracni relaxace — |
systém (<10 s)
+ —_—
I mezisystémovy
o A | — — prechod
= ;O S {11 I [/ R T >
2 T, j
? S 3 8,

i
absorpce (10 1 5]
=i
mfw-L—'L'L

A I Ay
A L §
- h 4 3
fluores cence 0
{10 - 10%s)

Obr. 11: Jabtonskiho diagram
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Jakmile je molekula excitovdna po absorpci fotonu, mize se zbavit pfebytecné energie,
atim se vrdtit do zdkladniho stavu riznymi deexcitanimi procesy. Jednd se bud’
o fotochemické reakce, nebo o nezdfivé prechody, pii kterych se zvysi tepelnd energie
systému. NejdileZzitéjsi jsou vSak procesy zéativé, pfi kterych dochdzi k emisi svétla, coz
znamend vyzéafeni svételného kvanta. Obecné se tyto procesy nazyvaji luminiscence.
Luminiscence je formalné rozdélena do dvou kategorii — fosforescence a fluorescence —
v zéavislosti na povaze excitovaného stavu. Fosforescence je piechod z energeticky vysSiho
triplexového stavu T; do energeticky nizZsiho stavu S,. Tento pfechod je spinové zakazan,
a proto probihd emise pomalu. Fluorescence je dusledkem spinové dovoleného pifechodu
obvykle z rovnovdzné hladiny stavu S| do né€které vibracni hladiny zédkladniho stavu So.

DalSimi cestami které konkuruji fluorescenci jsou napf. vnitini konverze, nezétivé
ptechody (piipadné ndsledované fluorescenci), intramolekularni pienos a konformaéni zmény.
Dale mohou fluorescenci také konkurovat interakce s jinymi molekulami v excitovaném
stavu. Piikladem takovych interakci mohou byt pfesuny elektronli a protontl, pienos energie
nebo tvorba excimeru nebo exciplexu. Tyto deexcitaéni drdhy mohou konkurovat
fluorescenéni emisi, pokud probihaji v ¢asovém méfitku srovnatelném s primérnou dobou,
béhem které se molekuly vyskytuji vexcitovaném stavu. Fluorescence je vSak
nejpravdépodobnéj$im deexcitatnim procesem. Lze ji pozorovat po celou dobu buzeni, ale po
jeho ukonceni u vétSiny latek prakticky ihned zmizi.

Doba Zivota (1y) fluorescence je primérny ¢as mezi jeho excitaci a ndvratem do zdkladniho
stavu; je velmi dileZitou vlastnosti fluorofort a vyjadfuje se vztahem

To

1
“Yk (M)

kde k; je rychlostni konstanta reprezentujici deaktivacni procesy.

Druhou nejdulezitéjsi vlastnosti fluorofort je kvantovy vytézek fluorescence (@r). Jedna se

o podil intenzity fluorescence Ir a intenzity absorbovaného svétla Ia:
I k
O =L=—_
"I, Yk ®)

kde k¢ znaci rychlostni konstantu fluorescence [30, 31].

2.6.2 Emisni a excita¢ni spektrum fluorescence

KaZzd4 fluoreskujici molekula m4 dvé charakteristickd spektra — emisni a excitacni. Excitacni
spektrum je zdvislost intenzity fluorescence na vlnové délce (nebo energii, vlnoctu, ¢i
frekvenci) pfi konstantni vlnové délce emitovaného zédfeni. Vyjadiuje relativni dcinnost
riznych vlnovych délek excitujictho zétreni. Excita¢ni spektrum by mélo byt shodné se
spektrem absorpcnim, ale ve skute€nosti se od sebe 1i§i, protoZe excitacni spektrum obsahuje
pouze ty pasy absorp¢niho spektra, kde dochdzi k zéfivé deexcitaci, tedy vzniku fluorescence.
Emisni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vilnové délce (nebo energii, vinoctu, ¢i
frekvenci) pfi konstantni vilnové délce budiciho zéafeni. Emisni spektrum je charakteristické
pro dané slouc¢eniny. Byva zrcadlovym obrazem spektra absorp¢niho, coZ je zptsobeno tim,
7Ze absorpce 1 emise z odpovidajicich si vibra¢nich hladin maji stejnou relativni
pravdépodobnost. Rozdil energii mezi maximy absorpniho a emisniho pdsu se nazyva
Stokestiv posuv.
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Obr. 12: Zrcadlovd symetrie absorpcniho a emisniho pdsu, Stokesiv posuy

2.6.3 Zakony a pravidla pro fluorescenci

Fluorescence je fizena nckolika pravidly. Prvnim z nich je Stokesiiv zdkon, ktery tika, zZe
vlnova délka luminiscen¢ni emise pfi fotoluminiscenci je vZdy vétsi nebo rovna vinové délce
excitaéniho svétla (Aem 2 Aex). V praxi to znamend, Ze excitacni svétlo ztrati ¢ast své energie,
coz se projevi prodlouZenim vlnové délky emitovaného zéteni.

Druhym pravidlem je Kashovo pravidlo, podle néhoZz dochézi pied emisi fluorescenéniho
kvanta k relaxaci vibracni energie a vnitini konverzi, takZe nastdvd fluorescencni prechod
z nejniz§i vibraéni hladiny prvniho excitovaného stavu S;. Divodem je, Ze energeticky rozdil

mezi vyS$§imi excitovanymi stavy a stavem S; je maly, nezafivé prechody z téchto stavil do
zékladniho stavu probihaji velmi rychle.

Tfetim principem je Vaviloviiv zdkon, ktery tvrdi, Ze kvantovy vytéZzek a doba trvani
excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezdvisi na vinové délce budiciho zéfeni.
Z toho vyplyvéa obecna vlastnost fluorescence a to, Ze emisni spektra jsou nezdvisld na vinové
délce excitace.

2.6.4 Zhaseni

ZhaSeni fluorescence lze definovat jako bimolekuldrni proces, ktery sniZuje kvantovy vytézek
fluorescence beze zmény fluorescencniho spektra. Mize byt dusledkem rdznych procesii
odehravajicimi se riznymi mechanismy. Jejich zdkladni princip vystihuje obecné schéma:

M*—25M,

kde M" vyjadfuje excitovany stav molekuly, M zdkladni stav molekuly a Q oznaGuje zhageg.

Srdzkové (dynamické) zhdseni nastava, kdyz je fluorofor v excitovaném stavu deaktivovan
(tzn. navraci se nezafivé do zdkladniho stavu) pfi srdZce s molekulou zhdSece. Molekuly
nejsou pii tomto procesu chemicky zmeénény na rozdil od statického zhdsSeni, kdy se po
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kontaktu fluoroforu a zhaSedla vytvaii nefluorescencni komplex. Samozhdseni je zhaSeni
fluoroforu jim samotnym; nastava napt. pii vysokych koncentracich fluoroforu [30, 31].

2.6.5 Tvorba excimeru

Néekteré fluorofory, z nichZ nejzndméjSim piikladem je pyren, mohou interagovat nejen
s rozpoustédly, ale také sami navzdjem. Komplexy vzniklé timto zplisobem se nazyvaji
excimery. Excimer je dimer v excitovaném stavu. Jednd se o stechiometricky komplex, ktery
je vytvéafen pii srdZce mezi excitovanou molekulou a stejnou neexcitovanou molekulou.
Schéma tvorby excimeru je vyobrazeno na Obr. 13.

W@ — [
huuTlhuM lh v
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IF &  monomeru excimeru
IM IE

-
A
Obr. 13: Schéma tvorby excimeru a odpovidajici pdsy v ukdzkovém spektru

Excimer je charakterizovdn v emisnim spektru vlastnim pasem. Emisni pds excimerové
fluorescence je posunut k vy$§im vlnovym délkdm ve srovnani s fluorescenci izolovanych
molekul. Na rozdil od monomerniho emisniho pdsu nevykazuje excimerovy pds vibraéni
strukturu. Intenzita fluorescence excimeru v emisnim spektru roste na ukor fluorescence
monomeru [30].

Pokud dochdzi v systému se zvySovdnim koncentrace 1atky ke snizovani fluorescence, je za
zhaSeni fluorescence zodpovédnd napi. pravé tvorba excimeru. Funkci zhiSeCe na sebe
prebird samotnd molekula fluoreskujici latky (napf. pyren). Zhaseni vlivem tvorby excimeru
je tedy druhem samozhéseni.

Vytvarfeni excimeru je diftizné kontrolovany bimolekulovy proces, ktery se fidi kinetikou
2. tadu. Kinetika 2. fddu je zdvisld na difizi, kterd je nepfimo imérnd viskozité prostiedi.
Pomeér intenzity fluorescence excimeru a monomeru je tedy ukazatelem viskozity prostiedi,
ve kterém se prave nachézi fluorescencni sonda (napt. pyren) [32].

2.6.6 Fluorescen¢ni sonda — pyren

Fluorescen¢ni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledované struktuife védzou
nekovalentné a Casto pritom méni své fluorescencni vlastnosti. Volba fluorescenéni sondy je
klicovou soucdsti experimentu ve fluorescen¢ni spektroskopii, nebot’ pravé jeji vlastnosti
umoznuji ziskat potfebné informace.

Pyren je polyaromaticky uhlovodik s vysokou symetrii a s unikdtni reakci na polaritu svého
okoli. Md v koloidnich roztocich prakticky vZdy dobfte rozliSenou vibraéni strukturu emisniho
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spektra. Pfechod 0-0 je zdvisly na polarit¢ okoli a je lokalizovdn u vlnové délky 373 nm.
Referenénim pasem je prechod 0-2 u vlnové délky 384 nm. Pomér intenzity fluorescence
maxim téchto pdsu je obrazem polarity okoli pyrenu. Pro poldrni prostfedi je hodnota poméru
v rozsahu 1,25-2,0, pro nepolédrni (uhlovodikové) prostfedi se hodnota vyskytuje v rozsahu
0,57-0,61 [33]. Hodnoty pro poldrni prostfedi jsou typické pro vyskyt pyrenu ve vodném
prostiedi. Hodnoty pro nepolarni prostiedi jsou typické pro pifipad, kdy je pyren jiz plné
solubilizovdn v kompaktnich miceldch. Tyto micely svym tvarem, velikosti i pevnosti
nedovoluji polarnimu prostfedi difundovat do jejich vnitintho prostoru. V miceldrnim
prostiedi je hodnota poméru v rozsahu 1,1-1,5 [33]. Tento rozsah hodnot naznacuje, Ze pyren
je jiz lokalizovan v miceldch, které jesté nejsou piiliS pevné ani kompaktni a dovoluji
polarnimu prostiedi difundovat do jadra a zvySovat tim polaritu daného prosttedi [34-36].
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o 3. vibracni pas :
@ 500
=
&
iy
= 400 A
g
A

200

0

360 380 400 420 440 460 480 500 520
vInova délka A {(nm)

Obr. 14: Struktura molekuly pyrenu a vibracni struktura emisniho spektra pyrenu

Pyren tvofi excimer s emisnim maximem pii 470 nm. Intenzita fluorescence excimeru je
piimo Umérnd pravdépodobnosti tvorby excimeru. Pfi koncentraci tenzidu pod CMC je
pravdépodobnost tvorby excimeru velmi nizka. Pfi postupném zvySovani koncentrace tenzidu
az na koncentraci blizici se CMC, kdy se praveé zacinaji v roztoku tvofit micely, se pyren
zacind lokdlné koncentrovat. Pravdépodobnost srdZky dvou molekul pyrenu v jedné micele se
zvySuje. ZvySuje se tedy také pravdépodobnost tvorby excimeru a intenzita fluorescence
excimerového pdsu roste. S dédle rostouci koncentraci tenzidu, resp. micel v roztoku,
pravdépodobnost obsazeni micel dvéma molekulami pyrenu zase klesd, protoZe dand
koncentrace pyrenu je jiZ pod drovni koncentrace micel v roztoku [37].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Nosice 1é¢iv jsou v soucasnosti stile vice studovdny v kontextu vyvoje terapeutickych
systémli pro léébu mnoha typd onemocnéni. Tyto nosi¢e by mély predev§im umoZnit
prodlouZenou cirkulaci t¢innych latek v krevnim fecisti, fizenou aktivaci a tc¢inek selektivné
zametfeny na cilovou tkan. Tim lze omezit nezZddouci G¢inky terapie, zajistit rozpustnost ve
vod¢ nerozpustnych aktivnich latek apod. Cileny transport 1é¢iv je zaloZen na obecném
postupu, kdy nanocéstice v sobé enkapsuluje 1é¢ivo. Pfitom ¢4stice sama nebo rozpozndvaci
elementy na jejim povrchu uméji na zdklad¢ specifickych receptorti na povrchu buriky najit to
pravé misto pro ucinek [18, 38]. Byla vyvinuta celd fada nosicii, zaloZzenych na rozpustnych
polymerech, lipozomech, dendrimerech [39] a polymernich micelach [35, 39, 40].

V neposledni tadé je v souCasné dobé také uvazovano o vyuZiti interakci tenzida
a polyelektrolytli jako vhodného zpiisobu ptipravy cilenych nosic¢i 1éciv [1, 2]. Takové
systémy jsou spojenim vyhod obou latek. Tenzid v téchto systémech vytvaii hydrofobni
prostor, ve kterém je moZné solubilizovat 1é¢ivo, polyelektrolyt zajiStuje vnéj$i ochranu
agregati a cileni na specifické misto v organismu. Zminény model je vSak znac¢né
zjednoduseny a je velmi dilezité jeho bliZ§i prozkoumani, predev§im pak podminky interakce
mezi komponentami a stabilita agregatu.

Jako velmi vhodny polyelektrolyt se jiz dlouhd 1éta jevi hyaluronan [41-43], diky jeho
biokompatibilité, unikdtnim chemickym a fyzikdlnim vlastnostem a schopnosti interagovat
sreceptory na povrchu bunék. V komplexech hyaluronan-tenzid se projevuji nejen
elektrostatické ale také hydrofobni interakce a systém je tudiZ vice stabilni. Interakcemi
tenzidll s polyelektrolyty, v€etné hyaluronanu se zabyvaji védci z celého svéta jiz fadu let
[44]. Podminkami a problémy interakci tenzidl s hyaluronanem se zabyvali Thalberg, K.
a spol. [45, 46]. Byly zkoumany interakce mezi sodnou soli kyseliny hyaluronové
a kationtovymi tenzidy s rtiznou délkou fetézce. Systémy byly zkoumdny pomoci metod
fazové separace, méfeni vodivosti, NMR a pomoci solubiliza¢nich experimentii. Bylo
zjiSténo, Ze navazani tenzidi na polymer zac¢ind pfi koncentraci tenzidu az o nékolik fadi
niz§i nez je jeho kritickd miceldrni koncentrace. V systému tedy postupnym piiddvanim
tenzidu dochdzi k navdzdni molekul tenzidu na hyaluronan, dal§imi pfidavky tenzidu se
piislusné agregdty stabilizuji a teprve po dalSim piidavku tenzidu se v roztoku zacinaji tvofit
i volné micely. Micely vdzané na fetézce hyaluronanu maji mensi velikost nez odpovidajici
volné micely. Interakce tenzidl a hyaluronanu je velmi zdvisld na délce fetézce tenzidu, ale
v podstaté nezdvisld na molekulové hmotnosti polymeru nad urcitou miniméalni hodnotou.

Interakcemi tenzidii s hyaluronanem se ddle zabyvali Yin, D. a spol. [47]. Byly zkoumény
mozné interakce hyaluronanu a tenzidd, a to aniontovych i neionogennich, pomoci metody
fluorescen¢ni spektroskopie. Ddle byl také zkoumdn vliv dalSich sacharidi na pfislu$né
interakce. Xu, J. a spol. [48] zkoumali systém kationtovy tenzid-hyaluronan metodami
dynamického rozptylu svétla, méfeni zeta-potencidlu, mikroskopie a turbidity. Vysledky
danych studii potvrdily, Ze dané systémy vznikaji predevS§im elektrostatickymi interakcemi
aZe prubéh navazani tenzidu na fetézce hyaluronanu je podminén moldrnim pomérem
jednotlivych sloZzek. Samovolnd agregace slozek v systému vede k tvorb¢é micelarni agregatii
typu ,,core-shell*.

Stabilita a solubiliza¢ni vlastnosti agregiti biopolymer-tenzid jsou dulezitymi parametry
pro jejich dal§i vyuZziti. Oba tyto parametry je mozno vyhodnotit pomoci fluorescenéni
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spektroskopie, kdy je hydrofobni 1éCivo predstavovdno hydrofobni fluorescencni sondou.
Touto problematikou se zabyvaji odbornici z celého svéta [49-51]. Z fluorescencich sond je
snad nejpouzivanéj$i pyren [52-55]. Pyren je z hlediska vlastnosti jeho emisnich spekter
povazovan za sondu se schopnosti charakterizovat polaritni droven jeho blizkého okoli, ¢imz
je vhodnou sondou ke studiu procesu micelizace a agregace v systému hyaluronan-tenzid.
Velmi dobfe rozliSend vibracni struktura emisniho spektra je vysoce zdvisld na polarité
rozpoustédla. Zmeny ve vibracni struktufe nastdvaji v celém spektru, avSak nejvyznamnéjsi
rozdily z4visejici na polarité prostiedi fluorescencni sondy se vyskytuji u vrcholu pii 373 nm.
Vrchol pfi 384 nm je vyuZividn jako referenéni pds. Vyjddienim poméru intenzity
fluorescence pifi téchto dvou vrcholech ziskdvame parametr velmi citlivy na polaritu
rozpoustédla.

Wilhelm a spol. [56] a nasledné také Astafieva a spol. [57] poukdzali na to, Ze pomér
intenzity fluorescence dvou nejvyznamnéjSich vrchol emisniho spektra neni pravym
ukazatelem pro zjiSténi poc¢atku micelizace, protoZe je tato hodnota zdvisla na vlnové délce
excitace. Takze pfi excitani vinové délce napf. 339 nm by se pomér posunul ve prospéch
pyrenu v hydrofobnim prostiedi (v miceldch), kdezto pfi 333 nm je hodnota siln¢ naklonéna
k pyrenu ve vodném prostfedi. Autofi ukdzali, Ze koncentracni zavislost poméru intenzit
fluorescence pii 333 nm a 338 nm excita¢niho fluorescen¢niho spektra je citlivéjsi k pravému

pocétku micelizace.

DalSimi vhodnymi technikami pro studium stability a velikostnich charakteristik koloidnich
soustav je metoda dynamického rozptylu svétla a méfeni zeta-potencidlu. Tyto metody byly
prostudovény v Siroké oblasti rtiznych koloidnich ¢astic [49, 58—61]. Studium bylo provedeno
v neposledni fadé také u nanocdstic uvazovanych k cilené dopravé aktivnich latek [35, 62,
63].

Je dobfe zndmo, Ze tenzidy vytvafeji agregity zvané micely. Pocatek tvorby micel
charakterizuje kritickd micelarni koncentrace (CMC). Ta je zdvisla na teploté a pH. Méfenim
povrchového napéti bylo zjiSténo, Ze CMC se v rozmezi pH 7-10 méni az o jeden fad
a s rostouci teplotou dochdzi k rychlejSimu poklesu povrchového napéti roztoku [64]. Déle
bylo méfenim mérné vodivosti zjisténo, Zze CMC vlivem teploty nejprve klesd a pak zase roste
[65, 66]. Je tedy zfejmé, Ze tvorba micel povrchove aktivnich latek je ovlivnéna teplotou
i dalSimi podminkami piipravy. Je tedy logické, Ze by napiiklad teplota mohla ovliviiovat
i ptipravu komplexti polymer-tenzid. Tato problematika byla zkoumana pomoci fluorescen¢ni
spektroskopie na smésich micel amfifilnich blokovych polymert s tenzidy v zavislosti na
obsahu tenzidu ve smési. Bylo zjiSténo, Ze s rostouci teplotou dochdzi k poklesu hodnot CMC
a s rostoucim obsahem tenzidu ve smési s polymerem dochdzi k mirnému nartstu [67].

I pfes velky zdjem o hyaluronan a jeho komplexy v sou¢asné dobé¢ existuje jen velmi mélo
studii zabyvajicich se vlivem podminek pfipravy a konkrétnimi kroky pfipravy tohoto
systému. A€ je logické, Ze by piiprava systému méla mit vliv na jeho vysledné vlastnosti,
véetné stability ¢i solubiliza¢nich vlastnosti, coZ dokazuji dil¢i studie, v€etné moji bakalafské
prace [68], je tato problematika dosud velmi pfehliZzena a opomijena.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy

Hyaluronan sodny

Tenzid

Fluorescenéni sonda

Rozpoustédla

Ostatni chemikalie

Hya M,, = 73 kDa, CPN spol. s.r.0., Sarze 071207-P1
Hya M,, = 1,46 MDa, CPN spol. s.r.o., Sarze 141008-E1

CTAB (cetyltrimetylamonium bromid), M, = 364,46 g-mol_l,
CAS: 57-09-0, Sigma, Ultra > 98,0 % Sarze 117K0732

CHg Br
HaC—(CH,)15N—CHj

CHy

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

Aceton, Penta, ¢istota 99,5 %,

Mili-Q voda (Milipore Akademic)

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

Nejprve byly navrZzeny experimenty pro porovnani vlivu teploty na stabilitu a solubiliza¢ni
vlastnosti komplexti hyaluronan-tenzid. Rozhodujici byla pfi piipravé systémi teplota pfi
sméSovani jednotlivych roztoki.

Pro experimenty byly vybrdny tfi konkrétni teploty: bézna laboratorni teplota (25 °C),
zvySend teplota, kterd predstavovala fyziologickou teplotu (37 °C) a vysoka teplota (70 °C).
Byly také provedeny experimenty pro zhodnoceni vlivu zmraZeni hotovych systémi na jejich
stabilitu.

Experimenty byly provddény dvéma metodami zohlediiujicimi zpisob, jakym byla do
systému zavedena fluorescen¢ni sonda. Jako fluorescenéni sonda byl zvolen pyren. V piipadé
prvni metody byly zahtdté zasobni roztoky CTAB, hyaluronanu a prostfedi nejprve smichdny
a teprve poté davkovany do vialek, na jejichZ sténdch byl nanesen pyren standardnim
zpusobem. Pfi druhé metodé€ byl nejprve pyren predsolubilizovdn v zdsobnim roztoku CTAB.
Nésledné byly vSechny zdsobni roztoky opét zahfity a poté smichdny, ¢imZ byl pfipraven
kone¢ny systém.

Experimenty byly provedeny se Ctyfmi riznymi kombinacemi hyaluronanu a tenzidu.
Koncentrace jednotlivych litek byly vybrany na zdklad¢ vlastni bakaldiské prace [67], v niz
byl proveden a diskutovdn vybér vhodné kombinace téchto liatek pro dal$i experimenty
s ptihlédnutim k vyuZiti ve fluorescenc¢ni spektroskopii. Konkrétné byl tedy pouZit nativni
hyaluronan o koncentraci 15 mg-l'1 a tenzid CTAB o koncentraci 0,6 mmol1™". Prostfedi
jednotlivyc? systémt bylo tvofeno bud’ vodou (Mili-Q) nebo roztokem NaCl o koncentraci
0,15 mol-1"".

4.3 Priprava systému

4.3.1 Zahiaté roztoky davkovany do vialek s pyrenem

Nejprve bylo do cistych vialek napipetovano potfebné mnozstvi zahfatého zasobniho roztoku
CTAB o koncentraci 6 mmol-I™" tak, aby vyslednd koncentrace ve vzorku ¢inila 0,6 mmol-1™
Poté byl napipetovdan do téZe vialky zahidty zdsobni roztok hyaluronanu o koncentraci
0,1 g1 Vysledna koncentrace hyaluronanu ve vzorku &inila 15 mg-1™'. Nakonec bylo do
vialky napipetovano pottebné mnozstvi zahidté Mili-Q vody nebo roztoku NaCl o koncentraci
0,15 mol-17". Celkovy objem vzorku byl 5 ml. Teploty vSech zdsobnich roztokii pred
smeéSovanim byly 25 °C, 37 °C nebo 70 °C.

Do jinych vialek byl mezitim napipetovdn zdsobni roztok pyrenu v acetonu o koncentraci
210~ mol-1™". Vysledn4 koncentrace pyrenu ve vzorku &nila 2-107° mol-1™". V digestofi byl
z vialek odpaten aceton.

Na zavér bylo z pfipraveného zahtdtého systému odpipetovdno 4 ml roztoku, ktery byl
kvantitativné prenesen do vialek s predpfipravenym pyrenem. Piiprava vSech vzorkl byla
provedena 3krat.

Vialky byly zavi¢kovany a ponechédny protiepdvat 48 hodin. Poté bylo provedeno méteni
na fluorescenénim spektrometru AMINCO-Bowman Series 2.
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4.3.2 Pyren predsolubilizovan v roztoku CTAB

V piipadé, kdy byl pyren piedsolubilizovdn v roztoku CTAB bylo postupovdno obdobné,
pouze s né€kolika odliSnostmi. Pyren nebyl pfipravovdn v jiné sad€ vialek, nybrz byl jiz
predsolubilizovan v zdsobnim roztoku CTAB. Vyslednd koncentrace pyrenu v zdsobnim
roztoku CTAB ¢inila 2-107° mol-1”"

Dalsi kroky pfipravy byly provedeny stejn¢ jako u piipravy 4.3.1. Zahtdté roztoky CTAB,
hyaluronanu a prosttedi byly smichdny, vialky byly nésledné€ zavickovdny a ponechény tiepat
48 hodin.

4.3.3 Zmrazeni systému

VSechny pfipravené vzorky byly po prométfeni ulozeny do mrazdku v laboratofi. Tam byly
skladovany pfi teploté pfiblizné¢ —18 °C po dobu 24 hodin. Poté byly vSechny vzorky
rozmrazeny ve vodni 1dzni o teploté 25 °C. Vzorky byly vytemperoviny na 25 °C. Pfi této
teplot¢ byly vSechny vzorky opét proméieny identickym zpisobem jako v pfedchozim
ptipadé.

4.4 Meéreni a vyhodnoceni dat

4.4.1 Fluorimetrie

Meéfeni byla provddéna na luminiscen¢nim spektrometru AMINCO-Bowman Series 2. Stdla
teplota métenych vzorka 25,0 + 0,1 °C byla zajiSténa pomoci termostatu.

Jako fluorescen¢ni sonda byl vybran pyren. Byly méfeny fluorescenéni emisni a excitacni
spektra. Emisni sken byl méfen v rozsahu vlnovych délek od 360 do 530 nm, pfi rychlosti
skenu 5 nm-s™'. Excitatni sken v rozsahu od 310 do 340 nm, pii stejné rychlosti skenu.
Monochromator emise byl nastaven na 392 nm a monochromdtor excitace na 336 nm.
Citlivost fotondsobice byla nastavovana automaticky.

V emisnim spektru byla sledovédna intenzita prvniho a tfettho maxima pfi vinovych délkich
373 a 384 nm. Pomér téchto dvou maxim je pracovné oznacovén jako emisni polaritni index
EmPI. Tento pomér je obrazem polarity okoli pyrenu. Je pouZivdn pro zjisténi lokalizace
pyrenu v systému a pro zjisténi hodnoty kritické micelarni koncentrace.

V emisnim spektru byla také sledovdna hodnota intenzity fluorescence pti 470 nm. Pfi této
vlnové délce se vyskytuje emisni maximum excimeru pyrenu. Pomér intenzity fluorescence
maxima excimeru (Ig) a intenzity fluorescence prvniho maxima monomeru (Iyv) je ukazatelem
pravdépodobnosti tvorby excimeru v systému a uziva se také jako viskozitni parametr diky
faktu, Ze tvorba excimeru je difizné¢ kontrolovana.

V excita¢nim spektru byla sledovédna intenzita fluorescence pii 333 a 338 nm. Pomér téchto
intenzit je pracovné oznafovan jako excita¢ni polaritni index ExPI a je také ukazatelem
polarity v okoli pyrenu.

4.4.2  Dynamicky rozptyl svétla

Vzorky, jejichZ prostiedi tvofila voda, byly proméfeny metodou dynamického rozptylu svétla.
Meéfieni byla provddéna na zafizeni Zetasizer Nano od spole¢nosti Malvern Instruments.
U v8ech vzorka byla métena distribuce velikosti ¢astic v systému (reZim size) a zeta-potencidl
(rezim zeta).
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Pfi méfeni byl sledovdn predev§im tvar korela¢ni funkce (Obr. 15) a pocet detekovanych
fotonti za sekundu, tzv. count rate (rychlost &itani) (Obr. 16). Oba tyto parametry vypovidaji
o kvalité vzorku. Ndsledné byla vyobrazena intenzitni distribuce ¢éstic.
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Obr. 15: Korelacni funkce v zdvislosti na kvalité vzorku [29]
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Obr. 16: Vyobrazeni count rate v zdavislosti na kvalité vzorku [29]
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V piipad¢ méfeni zeta-potencidlu byl sledovan také tzv. phase plot (fizové vyneseni), ktery
vyjadiuje fdzovou odezvu na vloZené napéti na elektroddch méftici cely. Na pocatku méfeni
dochédzi k pfepolovani elektrod meéfici cely velmi rychle, aZ 15kriat za minutu, z ¢ehoZ
software urc¢i elektroforetickou mobilitu a nasledné stiedni hodnotu zeta-potencidlu. Pfi
dostate¢né nizké vodivosti vzorku dojde ndsledné k pomalému pulzu napéti, diky némuz
dochézi k vyladéni a zpfesnéni méfeni a urceni distribuce zeta-potencidlu. V piipadé vysoké
vodivosti vzorku k del§imu pulzu nedochdzi, protoZze by vlozené napéti mohlo narusit vzorek
a mohlo by dojit k zoxidovani paladiovych elektrod. V piipad¢, je-li ,,phase plot* vyobrazen
v kladnych hodnotédch, znamena to, Ze ¢4stice v systému maji vnéjsi kladny ndboj. V opaéném
piipadé¢ jsou agregity v systému nabity zdporné. S tvarem ,phase plot“ souvisi také
frekvenéni posun vlny paprsku. Frekvence referencniho paprsku je 320 Hz. K fazovému

24

posunu dochdzi pti prichodu paprsku mezi elektrodami métici cely ve vzorku. Posun fazi
k vy$§im hodnotdm znac¢i kladny ndboj Castic ve vzorku, posun k hodnotim menSim neZ
320 Hz znaci zdporny néboj Céstic.

Meéfeni size i zeta bylo provedeno ve sloZené kapilarni cele. Temperovani vzorki na 25 °C
bylo provedeno automaticky po nastaveni softwaru. Opét bylo provedeno méteni vzorkl pred

zmrazenim i po rozmraZeni.

4.4.3 Statistika

VSechna fluorescenéni méfeni byla provddéna minimdlné tfikrat. Prezentované vysledky
pomért EmPI, ExPI a Ig:Iv jsou primérem ze vSech méfeni provedenych na danych vzorcich.
K jednotlivym hodnotdm byla stanovena smérodatnd odchylka pomoci programu MS Excel.
Smeérodatné odchylky v grafech zndzoriuji chybové dsecky.

Meéieni DLS byla provedena také minimalné tfikrat. Prezentované zdvislosti jsou primérem
téchto méfeni.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Fluorimetrie

5.1.1 Zahiaté roztoky davkovany do vialek s pyrenem

Sloupcové grafy na Obr.17 a Obr. 18 znazoriuji vliv teploty roztokli (tj. CTAB
a hyaluronanu v prostiedi vody nebo soli) pfi jejich sméSovdni na polaritu vysledného
systému, kterd je zastoupena polaritnim pomérem EmPI. Tyto grafy vyobrazuji ptipad, kdy
byla fluorescen¢ni sonda pfipravena v odliSné sad¢ vialek odpafenim prostiedi acetonu
v digestofi s ndslednym davkovanim jiZ pfipraveného systému na sondu. Je zde také
zndzornén vliv zmrazeni systému na jeho ndslednou polaritu.

V grafu na Obr. 17 jsou zndzornény polaritni indexy systémi, jejichZ prosttedi bylo tvofeno
vodou. Z grafu je patrné, Ze teplota pfi sméSovéni roztokli md vliv na polaritu systémi a to
zejména v pifpadé vysokomolekuldrniho hyaluronanu. Porovndnim jednotlivych dvojic
sloupcii nelze sice vypozorovat zddny vyznamny trend v zdvislosti na teploté, ale je ziejmé,
Ze teplota néjakym zplisobem systémy ovliviiuje. Polaritni index je ve vétSin€ vzorkli mirné
niz§i pred zmraZenim, pouze v piipadé¢ systému, ktery obsahoval vysokomolekuldrni
hyaluronan pifi sméSovaci teplot¢ 37 °C, polaritni index vzorku po rozmraZeni vyrazné
pfevySuje polaritni index vzorku pfed zmraZenim. Dale si lze vSimnout, Ze hodnoty
polaritnich indexiti jsou v pfipadé¢ nizkomolekuldrniho hyaluronanu vyrovnanéj$i nez
v ptipadé¢ vysokomolekuldrniho, coZ naznacuje, Ze systém obsahujici vysokomolekuldrni
hyaluronan je citlivejs$i ke zméndm v teploté pii ptipraveé systému.
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Obr. 17: Porovndni viivu teploty pri pripravé systému hyaluronan-tenzid v prostiedi vody a vlivu
zmraZeni systému na polaritu systému ziskanou z emisniho fluorescencniho skenu
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Obr. 18: Porovndni vlivu teploty pri pripravé systému hyaluronan-tenzid v prostiedi roztoku NaCl
(c = 0,15 mol-lI”") a vlivu zmraZeni systému na polaritu systému ziskanou z emisniho
Sfluorescencniho skenu

V grafu na Obr. 18 jsou vyobrazeny polaritni indexy systémil v prostiedi soli. Lze si
vS§imnout mirného poklesu polarity (tzn. niz§i hodnoty poméru EmPI) v porovnédni se
systémem, jehoZz prostfedi tvofila voda (Obr. 17). Tato zména je zpiisobena rozdilnou
hodnotou kritické micelarni koncentrace CTAB ve vod¢ a v roztoku NaCl. Zatimco ve vodé
se hodnota CMC pohybuje okolo 0,9 mmol1™", v roztoku NaCl jde o hodnotu o ¥ad niZsi.
V prostiedi vody se tedy s vyslednou koncentraci CTAB 0,6 mmol-1™ pohybujeme v oblasti
blizké CMC. Micely se v roztoku teprve zacinaji tvofit. Pravdépodobné jsou v roztoku
pfitomny prvni micely, premiceldarni utvary a volné molekuly tenzidu. Pomér EmPI je
charakteristicky pro prostfedi micel, u kterych ale dochazi k difizi polarniho prostredi skrze
sténu micel, ¢imZ se zvySuje polarita jejich vnitiniho prostfedi. Na druhou stranu v prostiedi
roztoku NaCl se pohybujeme v oblasti vysoko nad CMC. V roztoku je pfitomno mnoho
micel, které poskytuji hydrofobni prostor pro nepolarni sondu. Pyren by tedy mél byt plné
solubilizovédn v miceldch, cemuz odpovidaji i hodnoty poméru EmPIL.

Z grafu je déle ziejmé, Ze polaritni indexy jsou v rdmci prekryvu chybovych tdsecek
v piipadé nizkomolekuldrniho hyaluronanu vyrovnané pfed zmraZenim systému i po jeho
rozmrazeni. U systémi, které obsahovaly vysokomolekuldrni hyaluronan je patrny o néco
vyrazn¢j$i rozdil polaritnich indexd pfed zmraZenim systému a po jeho ndsledném
rozmrazeni. V piipadé sméSovaci teploty 25 °C je po rozmrazeni systému polaritni index
nizsi, pfi 37 °C a 70 °C se polarita systému po rozmrazeni mirné zvysila.

Po rozmrazeni vSech vzorkl byl pozorovian jemny zdkal téch vzorki, jejichZz prostiedi
tvotila voda. Byla pozorovana pfitomnost malych srazenin ve vzorku. V roztoku zfejmé doslo
vlivem zmraZeni k vytvofeni vétSich agregiti. Tuto domnénku potvrzuji i vysledky ziskané
méfenim dynamického rozptylu svétla (viz kapitola 5.2). Zdkal ovSem nebyl nijak vyrazny

35



a ani pfi méfeni fluorescence se neprojevil zkreslenim spekter. Vzorky, jejichZz prostredi tvofil
roztok NaCl, byly vSechny zcela ¢iré. Tato odliSnost je pravdépodobné¢ zplsobena potlacenim
elektrostatickych interakei v systému v pfitomnosti soli.

Grafy (Obr. 19, Obr. 20) zndzoriuji opét vliv teploty pfi piipravé systému a vliv zmrazeni
téchto systémil na jejich polaritu. Polarita systémi je zde vyobrazena pomoci polaritniho
indexu ziskaného z excita¢niho fluorescen¢niho spektra. Excita¢ni spektrum je podle Wilhelm
a spol. [55] dal§im vyznamnym ukazatelem polarity v okoli sondy.

Systémy, jejichz prostiedi tvoii voda (Obr. 19), vétSinou nevykazuji Zadny vyznamny vliv
teploty ani Zadny vliv zmraZzeni systému. U systéma obsahujicich nizkomolekuldrni
hyaluronan dochdzi vlivem zmraZeni systému k mirnému sniZeni polaritnich indext, zatimco
v piipadé vysokomolekuldrniho hyaluronanu je tomu naopak. Vezmeme-li ovSem v tivahu
piekryv chybovych dsecek, hodnoty polaritnich indext ExPI se pfevdzné shoduji. Vyjimku
vSak tvoii systém, ktery obsahoval vysokomolekuldrni hyaluronan a byl pfipravovédn pii
teploté roztokl 37 °C. Hodnoty ExPI jsou vyrazné vyssi nez ostatni, ¢imzZ se prohlubuje trend
viditelny u polaritnich pomérd EmPI (Obr. 17).

U systém1, jejichZ prostiedi tvofil roztok NaCl (Obr. 20), miZeme pozorovat niZsi hodnoty
pomérii ExPI, které jsou ukazatelem polarity blizkého okoli fluorescen¢ni sondy v porovnani
se systémem, jehoZ prostfedi tvofila voda. Vysvétleni tohoto poklesu je uvedeno v komentafi
grafii na Obr. 18 a Obr. 19. Pravé zména prostiedi md za ndsledek tento pokles, nebot
hodnoty kritickych miceldrnich koncentraci jsou zavislé na druhu prostiedi.

DalSim vysvétlenim miiZze byt pfitomnost takovych agregitli, které jsou kompaktné&jsi
anedovoluji prodifundovini vody skrze jejich sténu. Pravé prostfedi soli, které ma za
nédsledek odstinéni repulzi mezi agregaty a také mezi polarnimi ,.hlavami®, které tvofi sténu
micely, je zodpovédné za nepropustnéjSi st€énu micely. VSimneme-li si konkrétnich hodnot
polaritnich pomérti ExPI (tabulka v Pifloze 1) asrovndme-li hodnoty pro prostfedi vody
asoli, zjistime, Ze hodnoty pomérd pro vodu jsou vétSinou typické pro lokaci pyrenu
v polarnim prostiedi a v prostfedi micel, které svym tvarem dovoluji poldrnimu prostiedi
proniknout skrze jejich sténu dovnitf, ¢imZ se v jadru micely zvySuje hodnota polarity.
Hodnoty pomért ExPI v prostiedi soli jsou typické pro nepoldrni prostfedi nepropustné
micely.

Dile 1ze u téchto systémil pozorovat zmény poméru ExPI po rozmrazeni systému. Hodnoty
polaritnich indexti ExPI jsou po rozmrazeni systému vyrazné niz8§i, a to v piipadé
nizkomolekuldrniho 1 vysokomolekuldrniho hyaluronanu. Tento pokles polarity je
pravdépodobné zplisoben ndslednym vytvorenim kompaktnéjSich a pevnéjSich micel. V grafu
na Obr. 20 si lze dédle vSimnout, Ze polaritni indexy vyjadfujici stav systému po jeho
rozmrazeni maji rostouci trend s rostouci teplotou pifi piipravé systému, a to pievazné
u systému s vysokomolekuldrnim hyaluronanem.

V porovnéni s polaritnimi poméry EmPI (Obr. 18) jsou rozdily v polaritnich pomérech
ExPI po rozmraZeni systému vyraznéjsi, coz by mohlo naznacovat, Ze polaritni poméry ExPI
jsou k danému systému citlivéjsi. Tato citlivost je ovS§em dynamickym rozsahem indexu ExPI
a muZe byt ovlivnéna nastavenim piistroje a vlastni volbou vlnovych délek, jejichz intenzity
fluorescence tvoii dany polaritni index. Co se tyce konkrétnich hodnot polaritnich indexi
EmPI a ExPI, vSechny hodnoty jsou charakteristické pro lokaci pyrenu v nepoldrnim prostiedi
micel.
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Obr. 19: Porovndni viivu teploty pri pripravé systému hyaluronan-tenzid v prostredi vody a vlivu
zmraZeni systému na polaritu systému ziskanou z excitacniho fluorescencniho skenu
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Obr. 20: Porovndni viivu teploty pri pripravé systémiu hyaluronan-tenzid v prostredi roztoku NaCl
(¢ = 0,15 mol-I”") a viivu zmraZeni systému na polaritu systému ziskanou z excitacniho
fluorescencniho skenu
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V grafech (Obr. 21, Obr. 22) jsou zndzornény hodnoty poméru Ig:Iy, tj. hodnoty poméru
excimeru a monomeru ziskané z emisniho fluorescen¢niho spektra. Je zde zndzornéno také
porovndni systémil obsahujicich nizkomolekuldrni a vysokomolekuldrni hyaluronan
a porovnani systému pied zmraZenim a po rozmraZeni.

Z grafl je zfejmé, Ze hodnota viskozitniho poméru Ig:Iy klesd po rozmraZeni systému.
Pokles signédlu excimeru se dd vysvétlit vytvorenim vét§tho poctu agregatill, které prevySuji
koncentraci pyrenu v roztoku a pravdépodobnost tvorby excimeru se sniZuje.

SniZeni hodnoty Ig:Iv v soli je nejpravdépodobnéji zpusobeno tim, Ze v roztoku soli se
pohybujeme s koncentraci CTAB 0,6 mmol-I™" v oblasti vysoko nad hodnotou CMC.
V systému je tak velké mnoZstvi micel, ve kterych jsou molekuly pyrenu rovnomérné
rozloZeny, ¢imz vyrazné klesd pravdépodobnost tvorby excimeru a s tim i jeho intenzita.
V prostiedi vody se s danou koncentraci tenzidu pohybujeme okolo CMC, v systému dochazi
k tvorb¢ prvnich agregéti a pravdépodobnost tvorby excimeru je velice vysoka.

Diéle je v grafu na Obr. 21 zfejmy vyrazny pokles intenzity excimeru u systému, ktery
obsahoval vysokomolekuldrni hyaluronan a byl pfipravovén pfi teploté 37 °C, coZ souhlasi se
zménami polaritnich indext vyobrazenych v grafech na Obr. 17 a na Obr. 19. Lze tedy fici, Ze
v analogickych vzorcich klesd tvorba excimeru a roste polaritni index, coZ v podstaté
potvrzuje vysledky navzdjem. Ve vzorcich dochdzi pravdépodobné k tvorbé vétSitho poctu
micel s kompaktnéj$im poldrn¢j$im jadrem.
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Obr. 21: Porovndni vlivu teploty pri pripravé systému hyaluronan-tenzid v prostiedi vody a vlivu
zmraZeni systému na pomér intenzity excimeru a monomeru
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Obr. 22: Porovndni vlivu teploty pri pripravé systému hyaluronan-tenzid v prostiedi roztoku NaCl
(c = 0,15 mol-lI”") a vlivu zmraZeni systému na pomér intenzity excimeru a monomeru

V grafu na Obr. 22 si Ize v§Simnout vyraznéjSiho poklesu intenzity excimeru u systémi,
které byly ptipravovany pfi teploté 70 °C. Tento pokles ovSem neni nijak potvrzen hodnotami
polaritnich indext, které nevykazuji Zddny vyznamny rast. V téchto systémech tedy ziejmée
doSlo k tvorbé vétsiho poctu micel neZz pii nizSich teplotich. Kompaktnost téchto micel

zlstala na stejné drovni jako pii nizSich hodnotéich teploty. Intenzita excimeru je u obou
molekuldrnich hmotnosti hyaluronanu pfi teplotach 25 °C a 37 °C vyrovnand.

Dile si lze v grafu na Obr. 22 vSimnout poklesu poméru Ig:Ip po rozmraZeni systému, coz
je pravdépodobné diisledkem vytvoreni vétsitho poctu micel, které svym prostorem prevySuji
koncentraci fluorescen¢ni sondy a pravdépodobnost tvorby excimeru se tudiZ sniZuje.
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5.1.2 Pyren piedsolubilizovan v zasobnim roztoku CTAB
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Obr. 23: Porovndni viivu teploty pri pripravé systémit hyaluronan-tenzid v prostiedi vody a vlivu
zmraZeni systému na polaritu systému ziskanou z emisniho fluorescencniho skenu

1,11

O pied zmrazenim po rozmraZeni @ 25°C @37°C O70°C
1,09
1,07 -

HH

EmP]
o
(9
—

A
s 1,03 - 1 L I
g ? :
& 1,01 - %
7

0,99

0,97

0,95 - 2 . %

CTAB + 73kDa_HyA + NaCl CTAB + 1,46MDa_HyA + NaCl

Obr. 24: Porovndni viivu teploty pri pripravé systémii hyaluronan-tenzid v prostredi soli
(¢ = 0,15 mol-I”") a viivu zmraZeni systému na polaritu systému ziskanou z emisniho
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Grafy na Obr. 23 a Obr. 24 znizoriuji ty systémy, ve kterych nebyl pyren odpatfovin
v odli$né sadé vialek, nybrz byl jiz predsolubilizovdn v zdsobnim roztoku CTAB. Z grafii
neni patrny témét Zddny vyznamny vliv teploty roztoki pfi jejich sméSovani, chybové tsecky
jednotlivych sloupci pro systémy pred zmraZzenim i po jeho rozmrazeni se ve vétSiné piipadi
prekryvaji.

Polaritni indexy na Obr. 23 maji mirn€ nizsi hodnoty nez polaritni indexy zndzornéné na
Obr. 17, coz znamend, Ze systémy pfipravené zpusobem piedsolubilizovani sondy v roztoku
tenzidu jsou méné polarni nez systémy, kde pii piipravé dochdzelo k postupnému smichani
sondy a smési tenzidu a hyaluronanu. SniZeni polarity je pravdépodobné zpiisobeno tim, Ze se
v systému tvoii kompaktnéjs$i micely, které tolik nedovoluji prodifundovani vody skrze sténu
micely a jsou tedy méné polarni.

V grafech na Obr. 24 jsou hodnoty polaritnich index® jen nepatrné niZ§i neZ hodnoty
v grafu na Obr. 18, pfi€emz tyto dva grafy opét vyjadiuji vysledky pro riizné pfipravy danych
systémul. Konkrétni hodnoty polaritnich indexi jsou charakteristické pro solubilizaci pyrenu
v hydrofobnim prostfedi kompaktni micely.

Porovnanim polaritnich indextt EmPI z prosttedi vody (Obr. 23) a z prostiedi soli (Obr. 24)
zjistujeme, Ze hodnoty jsou srovnatelné a jsou typické pro piipad, kdy je pyren zcela
solubilizovédn v miceldch. Tento trend je odliSny od polaritnich indext systémil, u nichZ bylo
zavedeni sondy do systému provedeno jinym zplsobem (pfiprava 4.3.1). Pii ptipravé, kdy
byla sonda davkovdna do vialek a nésledné byla zalita smichanym systémem

tenzid-hyaluronan, mélo prostfedi systémi vyraznéjsi vliv na polaritu, coZ bylo zplisobeno
ptedevsim rozdilnou hodnotou CMC v prostiedi vody a soli.

V prostiedi vody, pfi predsolubilizovani sondy v zasobnim roztoku tenzidu, je vytvoreno
mnoho micel, protoZe koncentrace zdsobniho roztoku byla desetkrdt vyS$i nez vyslednd
koncentrace vzorku. Fluorescen¢ni sonda se tedy mohla volné rozprostfit po pfitomnych
miceldch. V zdsobnim roztoku byly pfitomny micely obsahujici sondu i micely bez sondy. Pfi
ndsledném odebrani pfisluSného mnozstvi tenzidu s pyrenem mohlo dojit k odebréani prevdzné
téch ,,praznych* micel. Koncentrace sondy ve vysledném roztoku byla niZs§i nez v pfedchozim
zpusobu piipravy. V téchto systémech, kde se pfi dané koncentraci okolo CMC vytvareji
prvni premiceldrni agregéty a micely, jsou pfitomné molekuly sondy solubilizovany v prvnich
miceldch. Na druhou stranu mize také vlivem odlisSného zpiisobu pifipravy dochézet k tvorbé
kompaktnéjSich micel, jejichz sténa je méné proniknutelna pro okolni polarni prostiedi.

Jak jiz bylo zminéno, v prostiedi soli jsou hodnoty polaritnich indexi srovnatelné pro oba
zpusoby piipravy, coZ je ziejmeé zptisobeno opet hodnotou CMC, ale také stinénim repulzi na

wev s WV s

polarnich hlavach micel, které jsou tim kompaktnéjsi a nepropustné;jsi pro polarni prostiedi.

Nésledujici grafy (Obr. 25, Obr. 26) zndzornuji vliv teploty pfi piipravé systéml a vliv
zmrazeni téchto systémil na hodnoty polaritnich indexd ExPL

Na obou grafech je ziejmy vliv zmraZeni systému na jeho néslednou polaritu. Polaritou je
pro pfipomenuti myslena polarita blizkého okoli pyrenu, coZ ndm vypovida o lokaci pyrenu
v systému. ZmraZeni systému tedy zpiisobilo vytvofeni kompaktnéjSich agregatli, jejichz
vnitini prostfedi se stalo nepiistupné molekuldm rozpoustédla.

Pokud porovname konkrétni hodnoty poméri ExPI (Pfiloha 1), vidime, Ze v prostfedi vody
byly hodnoty pfed zmraZenim typické pro lokaci pyrenu v ¢dste¢né propustnych micelach,
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zatimco po zmrazZeni a ndsledném rozmrazeni systému jsou hodnoty typické pro lokaci pyrenu
v témét plné hydrofobnim prostiedi.

Hodnoty pomért ExPI pro prostfedi soli jsou charakteristické pro hydrofobni prosttedi
v obou piipadech (pfed zmraZenim i po rozmraZeni systému). Pokles hodnot opét naznacuje
tvorbu kompaktnéjSich micel.

Porovnanim polaritnich indexd EmPI (Obr. 23 a Obr. 24) a ExPI (Obr. 25 a Obr. 26) je
ziejmé, Ze vysledné polaritni indexy ziskané z excita¢niho spektra jsou citliveéjsi k polaritnim
zmeéndm v danych systémech. Jak jiz bylo zminéno, myslen4 citlivost je ovlivnéna aktudlnim
nastavenim piistroje. Zatimco u polaritnich indexti EmPI jsou hodnoty v rdmci piekryvu
chybovych tusecek pfevdzné vyrovnané pied i po zmraZeni systému, zmény polaritnich
poméra ExPI jsou vlivem zmraZeni systému zieteln¢ sniZeny.

Porovname-li konkrétni hodnoty polaritnich indexd ExPI pro riizné zpasoby pfipravy
systému, zjistime, Ze v prostfedi vody (Obr.19 a Obr.25) doSlo k mirnému poklesu
u systém1, jejichZ ptfiprava zahrnovala pfedsolubilizovdni fluorescen¢ni sondy v zdsobnim
roztoky tenzidu, zatimco v prostfedi soli (Obr. 20 a Obr. 26) je tomu naopak. V prostiedi
vody doslo ke sniZeni polaritnich index1, coZ je zfejmé& zplsobeno tvorbou kompaktnéjSich
micel v systému a ddle doSlo k vyraznéjsi zméné polarity vlivem zmraZeni systému.

Polaritni indexy ExPI systémd, jejichZ prostiedi tvofil roztok soli, a u nichZ byl pfi piipraveé
pouZzit zdsobni roztok tenzidu s piedsolubilizovanou sondou (Obr. 26), maji srovnatelné
hodnoty ve stavu po rozmraZeni systému s hodnotami ve stavu pfed zmraZenim systémil,
které byly ptipraveny ddvkovanim zahfaté smési roztokil tenzidu a hylauronanu na pyren. Pfi
druhém zminéném zpisoby piipravy se tedy v systému vytvaii kompaktnéjsi micely
s nepropustnou sténou a plné hydrofobnim jadrem.
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Obr. 25: Porovndni vlivu teploty pri pripravé systému hyaluronan-tenzid v prostiedi vody a vlivu
zmraZeni systému na polaritu systému ziskanou z excitacniho fluorescencniho skenu
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Obr. 26: Porovndni vlivu teploty pri pripravé systémui hyaluronan-tenzid v prostiedi soli
(c = 0,15 mol-lI”") a vlivu zmraZeni systému na polaritu systému ziskanou z excitacniho
fluorescencniho skenu

V grafech (Obr. 27, Obr. 28) jsou zndzornény hodnoty poméru Ig:Iy, které byly ziskany
z emisniho fluorescen¢niho spektra.

V ptevdzné vétSin¢ piipadli hodnoty poméra Ig:Iy po rozmraZeni systémul mirné vzrostly.
AvSak tento trend znehodnocuje piekryv chybovych dsecek. Vzrist pomérii se dd vysvétlit
vytvofenim vétSich agregati, které dovoluji solubilizaci vice molekul pyrenu v jedné micele.

Vys8i hodnota poméri znamend vyS$i pravdépodobnost srdzky dvou molekul pyrenu, s ¢imZ
piimo souvisi vySS§i intenzita fluorescence excimerového péasu.

Porovnanim konkrétnich hodnot pomérii Ig:Iyy pro oba zplsoby piipravy systému
zjistujeme, Ze hodnoty pro systémy, u nichz byl pifi pifipravé pyren piedsolublizovin
v zdsobnim roztoku tenzidu CTAB, jsou vyrazné nizsi (aZ desetkrat) neZ hodnoty pomért téch
systémt, ve kterych byl pyren ddvkovan do vSech vialek (viz ptiprava 4.3.1). Opét je zde také
patrny rozdil v hodnotich pro systémy s rliznym prosttedim. Systémy, jejichZ prostfedi tvofi

cvv s

roztok NaCl, maji opét vyrazné niZs$i hodnoty poméra Ig:Iv.

cvv s

Vyrazné niz§i hodnoty poméri Ig:Im ve srovnani s predchozim zplisobem piipravy tkvi
vsamotné metod€é. Pii piipravé systémid byl pouzit zdsobni roztok tenzidu s jiZ
predsolubilizovanou sondou. To znamend, Ze pii koncentraci zdsobniho roztoku CTAB
6 mmol-1™', se pohybujeme vysoko nad hodnotou CMC. To md za ndsledek velké mnozstvi
micel v roztoku. Dand koncentrace pyrenu tedy nezaplni vSechny hydrofobni prostory, které
poskytuji micely v roztoku. Proto bude pyren v zdsobnim roztoku mezi micelami volné
rozloZen a pravdépodobnost tvorby excimeru bude velmi mald. Ze zdsobniho roztoku bylo do
vyslednych systémil pipetovdno urcité mnozstvi tenzidu, ve kterém byly obsaZzeny micely
obsahujici pyren i micely bez pyrenu. Koncentrace pyrenu ve vysledném systému je nizsi nez
u systém pfipravenych postupem diskutovanym v kapitole 5.1.1.

43



Vliv prostiedi soli na pomér Ig:Iym byl vysvétlen jiz v pfedchozi kapitole. V dvahu Ize pfi
vysvétlovani brat stinéni repulzi mezi ndboji na agregitech a také pouZitou koncentraci

tenzidu a jeho hodnotu CMC (viz kapitola 5.1.1, Obr. 21 a Obr. 22).
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Obr. 27: Porovndni viivu teploty pri pripravé systému hyaluronan-tenzid v prostiedi vody a vlivu
zmraZeni systému na pomér intenzity excimeru a monomeru
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Obr. 28: Porovndni vlivu teploty pri pripravé systémit hyaluronan-tenzid v prostiedi soli
(c = 0,15 mol-lI”") a vlivu zmraZeni systému na pomér intenzity excimeru a monomeru
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5.2 Dynamicky rozptyl svétla

5.2.1 Rezim SIZE, hyaluronan (My, = 73 kDa) + CTAB v prostiedi vody

Obr. 29, Obr. 30 a Obr. 31 znédzornuji intenzitni distribuce velikosti ¢astic v systému, ktery
obsahuje CTAB a nizkomolekularni hyaluronan v prostfedi vody. Jednotlivé grafy se liSi
teplotou, pii které bylo pfi pfipravé systémi provedeno smichédni jednotlivych slozek. Jsou
vyobrazeny dvé kiivky, a to distribuce ¢éstic pfed zmraZenim systému a distribuce ¢astic po
rozmrazeni po 24 hodinach. V grafech jsou ddle zndzornény korelaéni kiivky pro jednotlivé
intenzitni distribuce ¢astic. Korela¢ni kiivky jsou kvalitativnim ukazatelem distribuci.

Pfi porovnani téchto grafl je zifejmé, Ze teplota zdsobnich roztoku pfi jejich sméSovani pii
piipravé ma vliv na distribuci velikosti ¢dstic v systému. Distribuce velikosti €astic se
s rostoucti teplotou zvétSuje, rozsifuje se smeérem k vy$$im hodnotdm priaméra ¢astic. Systém
se tedy srostouci teplotou stdvd vice polydisperzni. Nejvétsi zastoupeni maji Cdstice
s primeérem 90—120 nm. V grafech je také patrné malé zastoupeni Castic s velikosti pohybujici
se okolo 5500 nm. Distribuce téchto Castic se s rostouci teplotou mirné zvétSuje.

Z graft je také na prvni pohled zfejmé, Ze v systému jsou po rozmraZzeni zastoupeny ¢dstice
o vétsim primeéru, priCemz jejich distribuce je SirSi. ZmraZeni systému md tedy za nasledek
rist polydisperzity agregatii. Velikost ¢astic se pohybuje v rozmezi od 40 po 1300 nm.
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Obr. 29: Distribuce velikosti cdstic podle intenzity rozptyleného svétla systému nizkomolekuldrni
hyaluronan-tenzid v prostredi vody pro smésovaci teplotu 25 °C

45



15 1

pred zmrazenim

RN po rozmrazeni 0.9

12 7 ) \ — — korelaén kiivka pfed zmrazenim | 08
o \\ — — korela¢ni kfivka po rozmraZeni - 0,7 o
- \l =2
S 9 - 0,6 E
F \ :
‘N \\ - 05 =
g =
2 6 i\ S04 8
= K 5
\ - 0,3 ~

3 B \\\ B 0,2

\ \ -0l

O — —_—— ——— it} : A‘.';J—P. ; : O

1LE-01 1,E+00 1,E4+01 1,E+02 1,E+03 1,E4+04 1,E+05 1,E+06 1,E+07

prumér ¢astic (nm), ¢as (ps)

Obr. 30: Distribuce velikosti cdstic podle intenzity rozptyleného svétla systému nizkomolekuldrni
hyaluronan-tenzid v prostredi vody pro smésovaci teplotu 37 °C
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Obr. 31: Distribuce velikosti cdstic podle intenzity rozptyleného svétla systému nizkomolekuldrni
hyaluronan-tenzid v prostredi vody pro smésovact teplotu 70 °C
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5.2.2 Rezim SIZE, hyaluronan (My = 1,46 MDa) + CTAB v prostiedi vody

V grafech na Obr. 32, 33 a 34 jsou zndzornény intenzitni distribuce velikosti ¢astic v systému,
ktery obsahuje CTAB a vysokomolekuldrni hyaluronan v prosttedi vody. Jednotlivé grafy se
opét 1isi teplotou pfi sméSovani slozek pii piipraveé. Opét jsou vyobrazeny distribuce Castic
pfed zmraZenim systému a po jeho rozmraZeni a ptislusné korelaéni k¥ivky.

Srovnanim jednotlivych distribuci pfi riznych teplotich je ziejmé, Ze teplota zdsobnich
roztokl pfi pfipravé systému maé zfejmé jen mirny vliv na velikosti ¢astic v systému a na
agregacni vlastnosti jednotlivych slozek. Velikost vétSiny ¢astic pfed zmrazenim systému se
pohybuje v rozmezi primérd od 40 nm do 220 nm, pfi¢emZ je opét ziejma piitomnost
agregatli s poloméry az kolem 5500 nm. Bliz§im zkoumdnim jednotlivych distribuci si Ize
vS§imnout, Ze s rostouci teplotou se distribuce ¢éstic posunuje k vétSsim polomérim agregata.
Také dochdzi s rostouci teplotou k ziZeni distribuci velikosti agregit v systému. Lze tedy
fici, Ze s rostouci teplotou roztokl pii jejich sméSovani se v systému tvoii Castice s velmi
podobnymi velikostmi, sniZuje se polydisperzita systému. V pfipadé nizkomolekuldrniho
hyaluronanu tomu bylo naopak, polydisperzita systému se s rostouci teplotou zvysSovala.

Z graft je také patrné, Ze zmraZeni systému zplisobuje naslednou tvorbu vétSich céstic.
Distribuce velikosti ¢astic je SirSi neZ pfed zmraZzenim systému, systém je tedy vice
polydisperzni. Polydisperzita systému se vSak s rostouci teplotou zmensuje stejné jako pted
zmrazenim systému. Tento trend zUstdvd zachovan. Priiméry agregdtli se pohybuji v rozmezi
40-1800 nm pro teplotu 25 °C. S rostouci teplotou se horni hranice rozmezi sniZuje aZ na
1000 nm. V grafech je také vidét, Ze zmraZeni systému zpusobuje zvySeni poctu ¢astic, jejichz
velikost se pohybuje az okolo 5500 nm.
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Obr. 32: Distribuce velikosti cdstic podle intenzity rozptyleného svétla systému vysokomolekoldrni

hyaluronan-tenzid v prostredi vody pro smésovaci teplotu 25 °C
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Obr. 33: Distribuce velikosti cdstic podle intenzity rozptyleného svétla systému vysokomolekoldrni

hyaluronan-tenzid v prostredi vody pro smésovaci teplotu 37 °C
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Obr. 34: Distribuce velikosti cdstic podle intenzity rozptyleného svétla systému vysokomolekoldrni

hyaluronan-tenzid v prostredi vody pro smésovaci teplotu 70 °C
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Zkoumané systémy se liSily pouze v molekulové hmotnosti hyaluronanu. Lze fici, Ze
molekulovd hmotnost hyaluronanu nem4 zadny vyznamny vliv na velikost ¢astic v systému.
Priméry jednotlivych agregith jsou v obou piipadech obdobné. Pouze se zda, Ze pii pouZziti
nizkomolekuldrniho hyaluronanu se s rostouci teplotou distribuce ¢éstic zvétSuje, systém je
srostouci teplotou polydisperznéjsi, zatimco v piipadé pouziti vysokomolekuldrniho
hyaluronanu je tento trend opacny. Rozdily ve velikosti ¢astic se ovSem pohybuji pfiblizné
okolo stejnych hodnot, takZe tento trend neni nijak jednozna¢ny ani vyznamny.

Tabulka ¢. 1: Rozmezi velikosti cdstic v systému hyaluronan-CTAB v prostredi vody

M, telzl,ota Pf’i rozmezi poloméri &astic (nm)
Hya | Pripravé - — —
©C) pied zmraZenim po rozmraZeni
= 25 40-260 4600-5600 60-1280 4800-6400
E 37 40-400 3000-6400 40-1280 4000-6400
o~
70 40-600 1800-6400 40-1280 3600-6400
CQ! 25 40-460 4000-6400 40-1720 3000-6400
E 37 30-200 2600-6400 60-1480 3000-6400
} 70 40-300 5600-6400 40-1000 3000-6400
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5.2.3 Rezim ZETA, hyaluronan (My, = 73 kDa) + CTAB v prostiedi vody

V nésledujicich grafech (Obr. 35, Obr. 36 a Obr. 37) jsou vyobrazeny distribuéni kiivky
zeta-potencidlu systému obsahujictho CTAB a nizkomolekuldrni hyaluronan v prostfedi vody.
Vyobrazené hodnoty tzv. total counts ptedstavuji celkovy pocet detekovanych fotonil.
V grafech je také zndzornén stav systému pted zmrazenim a po jeho ndsledném rozmrazeni.

Hodnoty zeta-potencidlu vypovidaji o kvalité, resp. stabilité systému. Obecné se jako
hranice stabilniho systému bere hodnota zeta-potencidlu vySs$i nezZ +30 mV nebo nizZsi nez
-30 mV. Pfi téchto hodnotich jsou cCéstice v systému nabity dostate¢né velkych ndbojem,
ktery znemoZziiuje ¢asticim vzdjemné piiblizovani a ndslednou agregaci.

Porovnanim jednotlivych grafii, které zndzornuji distribuce zeta-potencidlu pro riazné
teploty pfi sméSovani sloZzek béhem ptipravy, zjistime, Ze zeta-potencidl agregitl ptitomnych
v systému se pohybuje v hodnotich mezi 0-50 mV. Tyto hodnoty naznacuji, Ze ne vSechny
¢astice v systému jsou zcela stabilni. Nejvyssi zastoupeni vSak maji ¢astice s hodnotou zeta-
-potencidlu mezi 20-30 mV. Na zdklad¢ tohoto faktu lze predpoklddat, Ze vétSina Castic ve
studovaném systému je témeéf na hranici stability, pouze u ¢asti z nich miZze dochdzet
k elektrostatickym interakcim mezi sebou navzdjem.

YY Vv oz

Kfivky zndzoriujici stav systému po jeho rozmraZeni neukazuji na téméf Zadny vyznamny
vliv zmraZeni na ndslednou stabilitu systému. Lze si vSimnout jen mirného posunu
zeta-potencidlu k vy$§im hodnotdm, coZ by mohlo naznacovat, Ze zmrazeni systému md
pozitivni vliv na ndslednou stabilitu.
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Obr. 35: Distribuce zeta potencidlu systému nizkomolekuldrni hyaluronan-tenzid v prostiedi vody pro
smésovacti teplotu 25 °C
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Obr. 36: Distribuce zeta potencidlu systému nizkomolekuldrni hyaluronan-tenzid v prostiedi vody pro

smésovacti teplotu 37 °C
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Obr. 37: Distribuce zeta potencidlu systému nizkomolekuldrni hyaluronan-tenzid v prostiedi vody pro

smésovacti teplotu 70 °C
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Velikost zeta-potencidlu se pohybuje v kladnych hodnotich, coz znali, Ze agregity
vyskytujici se v systému maji kladny ndboj. Ve studovaném systému je obsaZen kladné nabity
tenzid CTAB a zdporné nabity hyaluronan. Na zdkladé faktu, Ze zeta-potencidl a tedy
povrchovy ndboj castice je kladny, lze pfedpoklddat, Ze koncentrace hyaluronanu neni
dostate¢nd na to, aby fetézce hyaluronanu zcela obklopily tenzidové micely a odstinily tak
jejich néboj. Na druhé strané lze také uvazovat o tom, Ze koncentrace tenzidu je tak velkd, Ze
dochdzi k obaleni fetézce ¢i klubka hyaluronanu molekulami tenzidu, coZ mé za nasledek
kladny naboj vyslednych agregitii. Koncentrace CTAB v systému &inila 0,6 mmol-1™". Tato
koncentrace nedosahuje CMC piislusného tenzidu v prostfedi vody. Molekuly tenzidu jsou
nejspiS navdzany na fetézce hyaluronanu s tim, Ze se v roztoku zacinaji tvofit prvni miceldrni
agregaty. Teoreticky model téchto agregati by mohl vypadat tak, Ze prvni miceldrni agregaty
jsou Cdstecné obaleny fetézci hyaluronanu. Toto uspofddédni je vysledkem elektrostatickych
interakci mezi zdporné nabitymi karboxylovymi skupinami na hyaluronanu a kladné nabitymi
hlavami tenzidu. Tyto agregity jsou pravdépodobné obaleny dalSimi molekulami tenzidu
kvili jeho vysoké koncentraci.
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5.2.4 Rezim ZETA, hyaluronan (M,, = 1,46 MDa) + CTAB v prostiredi vody

Grafy na Obr. 38, Obr. 39 a Obr. 40 vyobrazuji distribuce zeta-potencidlu téch systémi, které
obsahovaly CTAB a hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti v prostfedi vody. Jednotlivé
grafy se opét liSi v teplotiach, pfi kterych bylo provddéno sméSovani slozek pii piipraveé
daného systému.

Uvedené distribuce zndzornuji obdobné vysledky méteni jako v piipadé systémd, které
obsahovaly nizkomolekuldrni hyaluronan.

Hodnoty zeta-potencidlu se opét pohybuji v rozmezi 0-50 mV, pficemzZ nejvyssi zastoupeni
maji ¢4stice s primérnou hodnotou zeta-potencidlu primérné 25 mV. Tato hodnota napovida,
Zze systémy s vysokomolekuldrnim hyaluronanem jsou mirné stabilnéjSi nez systémy
obsahujici nizkomolekuldrni hyaluronan.

YY Vo2

Zmrazeni téchto systémui opét nemélo témeét zadny vliv na ndslednou stabilitu agregith
v systému.
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Obr. 38: Distribuce zeta potencidlu systému vysokomolekuldrni hyaluronan-tenzid v prostredi vody
pro smésovaci teplotu 25 °C
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Obr. 39: Distribuce zeta potencidlu systému vysokomolekuldrni hyaluronan-tenzid v prostredi vody
pro smésovaci teplotu 37 °C
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Obr. 40: Distribuce zeta potencidlu systému vysokomolekuldrni hyaluronan-tenzid v prostredi vody
pro smésovaci teplotu 70 °C
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5.2.5 Systém hyaluronan + CTAB v prostiedi soli

Systémy, jejichz prostiedi tvofil roztok NaCl o koncentraci 0,15 mol-1™! byly také proméfeny
pomoci metody DLS. M¢éteni téchto systémli bylo komplikovanéjsi, jelikozZ byly dané
systémy pftili§ polydisperzni. Prostiedi soli tedy zplisobuje odstinéni elektrostatickych repulzi
mezi naboji na molekuldch tenzidu a hyaluronanu. Nasledkem toho jsou tyto systémy velmi

nestabilni, dynamické a polydisperzita systémii roste.

Dané systémy byly proméfeny pomoci rezimu size. Nejprve musely byt vSechny vzorky
prefiltrovany pfed membranovy filtr s velikosti porti 5 pum, ¢imz se odstranil prach a pfipadné
agregaty, které znehodnocovaly vysledky intenzitni distribuce zastinénim rozptylu menS$ich
¢astic. Vzorky byly ponechdny jeden den stit ve tm¢ pii laboratorni teploté. Stini vzorka
zpusobilo jejich ustédleni, coZ se projevilo mirnou zménou distribuci, ale predevsim vyladénim
korela¢nich kfivek.

Systémy byly nésledné piefiltroviny pfes membrdnovy filtr s velikosti p6rt 0,2 pm.
Filtrace zpUsobila odstranéni ¢dstic o velikostech okolo 6 nm. Dale filtrace zpulsobila, Ze
vysledny systém obsahoval pouze ¢astice o velikosti 100-600 nm. V systému byly tedy
zastoupeny také ¢4stice, které svou velikosti prevySuji velikost pori ve filtru, coz dokazuje, Ze
agregaty vznikaji elektrostatickymi interakcemi. Filtrace zpusobila ,;rozbiti* piitomnych
agregatl, které byly nisledné velmi rychle obnoveny.

Systémy byly ddle zmraZeny a bylo opét provedeno jejich meétfeni po filtraci pies
membranovy filtr s velikosti p6rd 5 pm a 0,2 um. V piipad¢ filtru s péry 5 um doslo ke
zvySeni stability systému, coZ se projevilo na sniZeni polydisperzity systému a vyladéni
korela¢nich kiivek. Pfi pouziti filtru s pory 0,2 pm nebyl vliv zmraZeni témé&f patrny.

Dana koncentrace soli znemoZiuje zjiSténi zeta-potencidlu pomoci pouZzitého zatizeni.
Vodivost vzorku je pfili§ vysokd, coz zplisobuje zoxidovani paladiovych elektrod dip cely.
Vysledky méteni potvrzovaly, Ze je systém nestabilni a dochdzi v ném k agregacim. Néboj
¢astic v systému neni dost velky na to, aby znemoZziioval ¢asticim elektrostatické pfitahovani
a naslednou agregaci. Velikost zeta-potencidlu se pohybovala ptiblizné okolo 0 mV, coZ znaci
velkou nestabilitu systému.

55



6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni vlivu podminek piipravy systému biopolymer-tenzid
na jeho solubiliza¢ni vlastnosti a na stabilitu vzniklych komplexd. Studovanym systémem se
konkrétné stal komplex nativniho hyaluronanu s kationtovym tenzidem CTAB. Prvotnim
ukolem priace bylo shromdzdit literdrni poznatky o zpilisobech stanoveni stability
a solubiliza¢nich vlastnosti v koloidnich systémech a na zdklad¢ zjiSténych informaci se
sezndmit s jednotlivymi vhodnymi technikami pro toto studium s pfihlédnutim k vyuZiti
fluorescen¢nich technik. Na zdkladé¢ provedené reSerSe byla pro studium systému
hyaluronan-CTAB vybrdana metoda fluorescen¢ni spektroskopie a metoda dynamického
rozptylu svétla. Obé tyto metody se ukdzaly byt vhodnymi metodami pro studium
solubiliza¢nich a agregac¢nich vlastnosti a pro studium stability danych systémii.

Vlastnosti  danych systémid byly zkoumédny pii pouziti nizkomolekuldrniho
a vysokomolekuldrniho hyaluronanu v prostfedi vody nebo v prostiedi roztoku NaCl
o koncentraci 0,15 mol1™!, ktery byl povaZovdn za fyziologicky roztok. Pro techniku
fluorescenéni spektroskopie byl jako vhodnd fluorescen¢ni sonda vybran pyren.

Byly navrzeny experimenty porovndvajici vliv teploty zdsobnich roztoka pii piipravé
systému na solubiliza¢ni vlastnosti vznikajicich komplexti. Pro piipravu systémi byly tedy
pouZzity zdsobni roztoky o laboratorni teploté 25 °C, roztoky zahidté na 37 °C, ¢imZ byla
modelovédna teplota lidského téla, a déle roztoky o vysoké teploté 70 °C. ZmraZeni systémi
bylo navrZzeno pro studium stability pfipravenych systémi. V neposledni fadé byl také
zkoumdn vliv riznych zpisobt, jakymi byla do systému zavedena fluorescencéni sonda.
V jednom piipadé byla sonda predsolubilizovdna v zdsobnim roztoku tenzidu, ve druhém
piipadé byly nejprve smichdny zahtaté roztoky tenzidu a hyaluronanu a teprve poté byly
davkovény na fluorescen¢ni sondu.

Metodou fluorescen¢ni spektroskopie bylo zjiSténo, Ze teplota zdsobnich roztoka pfi
piipravé mé vliv na velikost, pocet ¢i kompaktnost vznikajicich agregatii, ovSem vliv teploty
nema jednoznacény trend. Pfi porovndvani drovné polarity blizkého okoli fluorescen¢ni sondy
pfed a po zmraZeni systému bylo zjiSt€éno, Ze zmraZeni systému ma ve vétSiné piipadi za
ndsledek tvorbu kompaktnéjSich micel, jejichZ sténa je méné propustnd danému prostiedi.
Polaritni indexy ExPI ziskané z excita¢nich fluorescen¢nich spekter byly pro zménu polarity
okoli sondy citlivéj$i n€z polaritni indexy EmPI ziskané z emisnich fluorescencnich spekter
a vykazovaly vétsi rozdilly v hodnotach.

Porovnianim tvorby excimeru v danych systémech bylo zjiSténo, Ze metoda
predsolublizovdni sondy v zdsobnim roztoku neni vhodnym zptsobem zavedeni sondy do
systému, jelikoZ jsou zdsobni roztoky tenzidi obvykle nékolikrat koncentrovanéjsi nez
vysledné systémy a sonda mé tak mnoho prostoru pro svoji lokalizaci. Vyslednd koncentrace
sondy je tudiZ menSi neZ poZadovana. Dusledkem této metody je neznalost koncentrace sondy
v systému bez dalSich vypocti. Na druhou stranu muzZe byt ov§em tento zpusob zavedeni
hydrofobni latky do systému vhodny v piipad¢ solubilizace 1éciva, jelikoz je 1éCivo
v miceldch lokalizovédno jiZ od zacatku a neni naruSovano dal$imi manipulacemi, konkrétné
napiiklad t€émi teplotnimi. V pfipad¢ davkovdani zahtdtych roztokt hyaluronanu a CTAB na
sondu zptlsobil vliv zmraZeni systému tvorbu vétSiho poctu micel v systému, ¢imZz klesla
pravdépodobnost tvorby excimeru. Pfi pfedsolublizovédni sondy v zdsobnim roztoku tenzidu je
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koncentrace sondy v systému velmi nizkd a pravdépodobnost tvorby excimeru v systému
vlivem zmraZeni systému nenf{ tak patrna.

Metoda dynamického rozptylu svétla poskytla ndhled do velikostnich distribuci
studovanych systémua. U systémd, jejichz prostfedi bylo tvofeno vodou, bylo zjiSténo, Ze
v ptipad€é nizkomolekuldrniho hyaluronanu dochézelo se zvySovdnim teploty pfi piipravé
k tvorbé systéml s vysSi polydisperzitou, zatimco v pfipadé systémii obsahujicich
vysokomolekuldrni hyaluronan byl tento trend opa¢ny. Déle bylo zjiSténo, Ze vlivem
zmrazeni se ndsledné v systému tvoii agregity o vétSich velikostech, pficemz se také zvysuje
polydisperzita systému. Méfeni zeta-potencidlu neukdzalo Zadny vyznamny vliv teploty, ani
Zadny vyznamny vliv zmraZeni systému na jeho nédslednou stabilitu. Konkrétni hodnoty zeta-
-potencidlu naznacuji, Ze systém hyaluronan-tenzid v prostfedi vody je pfevdzné stabilni.
Systémy, jejichZ prostiedi bylo tvofeno roztokem soli, byly naopak velmi nestabilni a velmi
polydisperzni. Pomoci filtrace téchto systému byl potvrzen fakt, Ze systém hyaluronan-tenzid
vznika diky elektrostatickym interakcim, nebot i po filtraci byly v systému pfitomny agregaty
presahujici velikost poru ve filtru.

Zaveérem lze konstatovat, Ze zadané cile byly splnény. Prace poskytla §irSi pfehled o vlivu
podminek piipravy systému hyaluronan-tenzid na jeho solubiliza¢ni vlastnosti a stabilitu.
Vysledky prace potvrzuji fakt, Ze podminky pfipravy daného systému jsou dilezité pro jeho
vysledné vlastnosti, a Ze je dllezité se timto tématem dale zabyvat.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

zkratka
CMC
CTAB
Da
DLS
EmPI
ExPI
HyA
NaCl
PAL
PCS

vyznam

kritickd miceldrni koncentrace

cetyltrimetylamonium bromid

Dalton, jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da odpovida 1 g'mol™
dynamicky rozptyl svétla

emisni polaritni index

excitacni polaritni index

kyselina hyaluronov4, hyaluronan

chlorid sodny

povrchové aktivni latka

fotonov4 korela¢ni spektroskopie

8.2 Seznam symbolu

symbol
A
)\‘CIII

Aex

c
D
E

vyznam

vlnova délka

vlnova délka emisniho zéafeni
vlnova délka excita¢niho zafeni
koncentrace latky

diftzni koeficient

excimer

intenzita excimeru

intenzita monomeru

zékladni stav molekuly
excitovany stav molekuly
molekulovd hmotnost

zhasec

zékladni stav molekuly

prvni excitovany singletovy stav molekuly

prvni excitovany tripletovy stav molekuly
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9 PRILOHY
9.1 Prilohal

Tabulka ¢. 2: Hodnoty polaritmich poméru ziskanych z fluorescencnich skenii pro systémy ve stavu pred zmraZenim; stejnd teplota + ruzné systémy

teplota . pomér EmPI + odchylka* pomér ExPI + odchylka* pomér Ig:Iy + odchylka*
(W) slozeni vzorku priprava A | priprava B priprava A | priprava B priprava A | priprava B

HyA 73 kDa + CTAB ve vodé 1,132 £ 0,006 1,18 £ 0,02 1,07 £ 0,03 1,01 £0,04 0,68 +£0,03 0,073 £ 0,003

HyA 1,46 MDa + CTAB ve vodé 1,14 £ 0,02 1,16 £ 0,01 1,04 £ 0,04 0,96 £ 0,03 0,67 £0,03 0,076 £ 0,002

° HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,059 £+ 0,006 1,07+£0,02 | 0,755 +0,006 | 0,86 +0,03 0,131 £ 0,004 | 0,030 £ 0,001
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,049 £+ 0,007 1,02 £ 0,03 0,76 £ 0,01 0,85 £ 0,01 0,132 £ 0,003 | 0,030 £ 0,002

HyA 73 kDa + CTAB ve vodé 1,143 £ 0,004 1,15+ 0,01 1,L10£0,02 | 0,998 £0,003 | 0,668 + 0,009 | 0,077 £ 0,007

HyA 1,46 MDa + CTAB ve vodé¢ | 1,191 £0,007 | 1,265 = 0,001 1,42 + 0,04 1,05+ 0,04 0,24 £0,02 | 0,073 £ 0,002

¥ HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,048 £ 0,006 1,05+ 0,03 0,781 £ 0,004 | 0,854 £0,006 | 0,13 +£0,01 0,031 £ 0,002
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,05 £ 0,01 1,073 £ 0,003 | 0,776 £ 0,003 0,86 £0,02 | 0,132 +0,003 | 0,033 £ 0,002

HyA 73 kDa + CTAB ve vodé 1,13+ 0,01 1,13+ 0,02 1,08 + 0,05 0,99 £ 0,02 0,5+0,1 0,073 £ 0,005

HyA 1,46 MDa + CTAB ve vodé 1,14 £ 0,03 1,16 £ 0,03 1,1 £0,1 0,96 £ 0,02 0,54 £0,09 | 0,078 £0,003

70 HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,051 £ 0,003 1,05+ 0,03 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 £0,003 | 0,789 + 0,003 | 0,863 £ 0,004 | 0,108 0,002 | 0,032 + 0,001

* smérodatnd odchylka

pfiprava A = zahtaté roztoky davkovéany do vialek s pyrenem

ptiprava B = pyren pfedsolubilizovan v zdsobnim roztoku CTAB
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Tabulka ¢. 3: Hodnoty polaritmich poméru ziskanych z fluorescencnich skenii pro systémy ve stavu po rozmraZeni; stejnd teplota + rizné systémy

teplota sloseni vzorku pomér EmPI + odchylka* pomér ExPI + odchylka* pomér Ig:Iy; + odchylka*

(W) priprava A | priprava B priprava A | priprava B priprava A | priprava B
HyA 73 kDa + CTAB ve vodé 1,18 £ 0,02 1,09 £ 0,03 1,022 +£ 0,007 | 0,854 £0,007 | 0,49 +0,02 | 0,075 £ 0,002
HyA 1,46 MDa + CTAB ve vodé 0,16 £ 0,01 1,05 £ 0,02 1,07 £ 0,05 0,86 £ 0,04 0,48 £0,02 | 0,075+ 0,001
° HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,07 £ 0,02 1,054 £ 0,009 | 0,693 £0,002 | 0,75+0,01 0,119 £ 0,001 | 0,038 £ 0,001
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,02 £ 0,03 1,073 £ 0,006 | 0,689 +£0,006 | 0,703 = 0,007 | 0,125 £ 0,004 | 0,033 £ 0,000
HyA 73 kDa + CTAB ve vodé 1,15+ 0,01 1,08 £ 0,03 0,99 +£0,02 | 0,870+0,007 | 0,53 +£0,01 0,078 £ 0,008

HyA 1,46 MDa + CTAB ve vodé¢ | 1,265 £ 0,001 1,10 £ 0,02 1,467 + 0,001 0,91 £0,03 0,174 £ 0,006 | 0,09 £0,01
¥ HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,05 £ 0,03 1,03 £0,03 0,703 £ 0,001 0,74 £ 0,03 0,125 £ 0,006 | 0,035 £ 0,004
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,073 £ 0,003 1,05 +0,02 | 0,699 + 0,003 0,75 £ 0,03 0,123 £ 0,001 | 0,032 £ 0,003
HyA 73 kDa + CTAB ve vodé 1,13 £ 0,02 1,05 £ 0,04 1,03 £ 0,06 0,85 £0,02 0,43 +£0,10 | 0,081 +0,005
HyA 1,46 MDa + CTAB ve vodé 1,06 = 0,03 1,01 £0,02 1,1+£0,2 0,87 £ 0,03 0,40 £0,07 | 0,083 +0,005
70 HyA 73 kDa + CTAB v soli 1,05 £ 0,03 1,041 £0,003 | 0,711 £0,004 | 0,730 0,009 | 0,107 £ 0,004 | 0,033 £+ 0,002
HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,063 + 0,003 | 1,065 £ 0,003 0,73 £0,02 0,75+0,04 | 0,101 £0,005 | 0,034 £ 0,000

* smérodatnd odchylka

pfiprava A = zahtaté roztoky davkovéany do vialek s pyrenem

ptiprava B = pyren pfedsolubilizovan v zdsobnim roztoku CTAB
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Tabulka ¢. 4: Hodnoty polaritmich poméru ziskanych z fluorescencnich skenii pro systémy ve stavu pred zmraZenim; riuznd teplota + stejné systémy

teplota slogeni vzorku pomér EmPI + odchylka* pomér ExPI + odchylka* pomér Ig:Iy; + odchylka*
(W) priprava A | priprava B priprava A | priprava B priprava A | priprava B
25 1,132 £ 0,006 1,18 £ 0,02 1,07 £0,03 1,01 £0,04 0,68 +£0,03 0,073 £ 0,003
37 HyA 73 kDa + CTAB ve vodé 1,143 £ 0,004 1,15+ 0,01 1,L10£0,02 | 0,998 £0,003 | 0,668 + 0,009 | 0,077 £ 0,007
70 1,13+ 0,01 1,13+ 0,02 1,08 £ 0,05 0,988 + 0,02 0,5+0,1 0,073 £ 0,005
25 1,14 £ 0,02 1,16 £ 0,01 1,04 £0,04 0,96 £ 0,03 0,67 £0,03 0,076 £ 0,002
37 HyA 1,46 MDa + CTAB ve vodé | 1,191 £0,007 | 1,265 % 0,001 1,42 + 0,04 1,05+ 0,04 0,24 £0,02 | 0,073 £ 0,002
70 1,14 £ 0,03 1,16 £ 0,03 1,1 +£0,1 0,96 £ 0,02 0,54 £0,09 | 0,078 £0,003
25 1,059 + 0,006 1,07+£0,02 | 0,755 +0,006 | 0,86 +0,03 0,131 £ 0,004 | 0,030 £ 0,001
37 HyA 73 kDa + CTAB vsoli 1,048 £ 0,006 1,05 £ 0,03 0,781 £ 0,004 | 0,854 £0,006 | 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 0,109 £ 0,002 | 0,031 £ 0,002
25 1,049 + 0,007 1,02 £ 0,03 0,76 £ 0,01 0,85 £ 0,01 0,132 £ 0,003 | 0,030 £ 0,002
37 HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,05 £0,01 1,073 £ 0,003 | 0,776 £ 0,003 0,86 £0,02 | 0,132 +0,003 | 0,033 £ 0,002
70 1,048 £ 0,002 | 1,063 £0,003 | 0,789 + 0,003 | 0,863 £ 0,004 | 0,108 0,002 | 0,032 + 0,001

* smérodatnd odchylka

pfiprava A = zahtaté roztoky davkovéany do vialek s pyrenem

ptiprava B = pyren pfedsolubilizovan v zdsobnim roztoku CTAB
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Tabulka ¢. 5: Hodnoty polaritmich poméru ziskanych z fluorescencnich skenii pro systémy ve po rozmraZeni; stejnd teplota + riizné systémy

teplota slogeni vzorku pomér EmPI + odchylka* pomér ExPI + odchylka* pomér Ig:Iy; + odchylka*

(W) priprava 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 £0,007 | 0,49 +0,02 | 0,075 £ 0,002
37 HyA 73 kDa + CTAB ve vodé 1,15+£0,01 1,08 £ 0,03 0,99 +£0,02 | 0,870+0,007 | 0,53 +£0,01 0,078 £ 0,008
70 1,13 £ 0,02 1,05 £ 0,04 1,03 £ 0,06 0,85 £0,02 0,43 +£0,09 | 0,081 0,005
25 0,16 £ 0,01 1,05 £ 0,02 1,07 £ 0,05 0,86 £ 0,04 0,48 £0,02 | 0,075+ 0,001
37 HyA 1,46 MDa + CTAB ve vodé¢ | 1,265 +0,001 1,10 £ 0,02 1,467 + 0,001 0,91 £0,03 0,174 £ 0,006 | 0,09 £0,01
70 1,06 £ 0,03 1,01 £0,02 1,1 £0,2 0,87 £ 0,03 0,40 £0,07 | 0,083 +0,005
25 1,07 £ 0,02 1,054 £ 0,009 | 0,693 £0,002 | 0,75+0,01 0,119 £ 0,001 | 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 0,125 £ 0,006 | 0,035 £ 0,004
70 1,05 £ 0,03 1,041 £0,003 | 0,711 £0,004 | 0,73 +£0,01 0,107 £ 0,004 | 0,033 £ 0,002
25 1,02 £ 0,03 1,073 £ 0,006 | 0,689 +£0,006 | 0,703 = 0,007 | 0,125 £ 0,004 | 0,033 £ 0,000
37 HyA 1,46 MDa + CTAB v soli 1,073 £ 0,003 1,05 +0,02 | 0,699 + 0,003 0,75 £ 0,03 0,123 £ 0,001 | 0,032 £ 0,003
70 1,063 + 0,003 | 1,065 £ 0,003 0,73 £0,02 0,75+0,04 | 0,101 £0,005 | 0,034 £ 0,000

* smérodatnd odchylka

pfiprava A = zahtaté roztoky davkovéany do vialek s pyrenem

ptiprava B = pyren pfedsolubilizovan v zdsobnim roztoku CTAB
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