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ABSTRAKT

V této diplomové praci byly studovany deprotonacni charakteristiky fluorescen¢nich sond
a-naftolu a 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonové kyseliny (HPTS), pomoci méfeni ustalené
a cCasov¢ rozlisené fluorescence. Byly meéfeny dva kationtové tenzidy, Septonex
a cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) v komplexu s hyaluronanem o tfech molekulovych
hmotnostech, 1,75 MDa, 1 MDa a 300 kDa. Métenim ustalené fluorescence byly stanoveny
kritické agregacni koncentrace pro jednotlivé tenzidy a také hodnoty pKa". Dale byly méfenim
Casove rozliSené fluorescence stanoveny deprotonacni konstanty a primérné doby zivota.
Ze¢ ziskanych dat a jejich porovnanim se systémem polystyrensulfonat (PSS) — tenzid
byl posuzovan vliv hydrata¢niho obalu hyaluronanu na vznik komplexu hyaluronan — tenzid.
Byly zjistény velké rozdily Vv deprotonacnich charakteristikdich mezi jednotlivymi tenzidy
a mezi jednotlivymi molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu. Z méteni plyne lokalizace
hydrata¢niho obalu v okoli disociované karboxylové skupiny, kde probihd interakce s kladnym
nabojem tenzidu za vzniku komplexu.

Dale bylo pomoci zhaseni pyrenu cetylpyridinium chloridem (CPC) stanoveno agregacni
¢islo Septonexu pro koncentraci 20mM na hodnotu 104 molekul. Pomoci CPC byla také
potvrzena lokalizace a-naftolu v micelach CTAB, respektive v komplexu polymer — CTAB.

ABSTRACT

The deprotonation characteristics of fluorescent probes a-naphthol and 8-hydroxypyrene-
1,3,6-trisulphonic acid (HPTS) were studied in this diploma thesis, using steady-state and time-
resolved  fluorescence  spectroscopy.  Two  cationic  surfactants,  Septonex
and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), were studied. These surfactants were measured
in the complex with hyaluronan (1.75 MDa, 1 MDa and 300 kDa). Steady-state fluorescence
was used for determination of critical aggregation concentration of each surfactant and pKa".
Time-resolved fluorescence decays were used to calculate the average lifetimes
and the deprotonation constants of naphthol and HPTS. The measurement with hyaluronan were
compared with the polystyrenesulfonate (PSS) — surfactant system. The effect of hydration shell
of hyaluronan on hyaluronan — surfactant complex formation results from the comparison
of above mentioned systems. Large differences were found in the deprotonation characteristic
between surfactants and even between individual molecular weights of hyaluronan.
The measurement shows that the hydration shell is located near to the dissociated carboxyl
groups of hyaluronan chain, where the interaction with the positively charged surfactants
occurs.

Furthermore, the aggregation number of Septonex was determined by quenching of pyrene
using cetylpyridinium chloride (CPC) as a quencher. The aggregation number for 20 mM
Septonex solution was determined as a value of 104 molecules. CPC was used for confirmation
of the localization of a-naphthol in the micelles of CTAB and polymer — CTAB, respectively.
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1 UVvOD

Micelarni komplex hyaluronanu a tenzidu poskytuje vhodny modelovy systém pro cilenou
distribuci 1é¢iv. Diky hyaluronanu je zajiSténa selektivita a cileni na nadorové tkané
a to predevsim diky receptoru CD44, ktery je hojné pfitomen pravé v nadorovych buikach.
Tento komplex hyaluronanu a pfislusného tenzidu poskytuje vhodné prostiedi pro solubilizaci
potencialniho 1é¢iva, zajistuje jeho stabilitu a umoZnuje jeho cilené uvolnéni. Retdzec
hyaluronanu je tvoifen mnozstvim hydroxylovych skupin. Diky témto skupinam je hyaluronan
schopen vazat velké mnozstvi vody a tvofit okolo fetézce hydrata¢ni obal. Hyaluronan obsahuje
také mnozstvi karboxylovych skupin, za béznych podminek disociovanych. Disociované
karboxylové skupiny o zaporném néboji poskytuji moznost elektrostatické interakce s kladnym
tenzidem za vzniku specifického komplexu. Pomoci méfeni ¢asove ustalené a casove rozlisené
fluorescence mizeme zkoumat dané zmény a konkrétni podobu interakci hydrata¢niho obalu
hyaluronanu a tenzidu pfi tvorbé komplexu. K tomu slouzi fluorescenéni sondy podstupujici
pfenos protontt v excitovaném stavu. Reakce V excitovaném stavu, pii kterych dochazi
k pfenosu protontl, patii k zakladnim fotochemickym reakcim. Poskytuji odpovédi na zménu
acidobazické rovnovahy, vypovidaji o hydrofobni nebo hydrofilni povaze prostfedi a mohou
slouzit ke studiu naptiklad proteinti, micel, reverznich micel a biopolymert.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence piedstavuje zafeni pevnych, Castéji kapalnych latek jako formu
energetického navraceni molekuly na zékladni energetickou hladinu po excitaci.
Fotoluminiscenci Ize rozd¢lit do dvou kategorii, a to na fluorescenci a fosforescenci.

Pokud je elektron v excita¢ni hlading sparovan s elektronem v zakladni energetické hlading,
diky opa¢nému spinu, je jeho naslednd deexcitace velmi rychla, v fadu nanosekund.
Hovofime tak o spinové povoleném piechodu. Deexcitace je pak spojend s emisi
charakteristického zafeni, které nazyvame fluorescence. Fosforescence je pak zafeni
pochazejici z tripletniho excitovaného stavu. Excitovany elektron ma stejny spin jako elektron
na zakladni energetické hlading. Piechod elektronu zpét na zékladni hladinu je tedy spinoveé
zakazany. Navraceni na zakladni hladinu je spojeno s reorientaci spinu. Diky tomu je typicka
doba zivota, coz je primérny Cas mezi excitaci a navracenim se na zakladni energetickou
hladinu, v fadu sekund. Fosforescence se obvykle nevyskytuje v roztocich pii laboratorni
teploté diky velkému mnozstvi deaktivacnich a zhaSecich procest [1].

2.2 Fluorescence

Jev nazvany fluorescence poprvé pojmenoval v roce 1853 britsky védec George Gabriel
Stokes u mineralu fluoritu (kazivce), ktery emitoval modré zafeni [2].

Molekuly vykazujici fluorescenci se nazyvaji fluorofory. Fluorofory, které se ke vzorku
navdzou kovalentni vazbou, se nazyvaji fluorescencni znacky. Pfi nekovalentni interakci
hovoiime o fluorescen¢nich sondach [3].

Fluorofory jsou vétsinou molekuly obsahujici aromatické konjugované systémy, jako jsou
napiiklad polyaromatické uhlovodiky a heterocyklické molekuly [1]. Charakteristickou
veli¢inou fluorescence je jednak doba zivota excitovaného stavu a také kvantovy vytézek spolu
sintenzitou fluorescence. Intenzita fluorescence vyjadiuje pocet fotond prochazejici
jednotkovou plochou v daném sméru za definovany ¢as. Vynesenim intenzity fluorescence
Vv zavislosti na emisni vlnové délce (pfi konstantni vinové délce excitaniho zafeni) ziskame
fluorescen¢ni emisni spektrum. Fluorofor je ovSem excitovan jakoukoli vinovou délkou
Z oblasti svého excita¢niho spektra, ale s riznym kvantovym vytéZzkem. Excitani spektrum
poté predstavuje vykresleni zavislosti intenzity fluorescence na riizné excitaéni vinové délce
pfi konstantni emisni vinové délce. Excitaéni spektrum je mozno povaZovat za zjednoduSené
absorpéni spektrum, protoze ne vSechna absorpéni maxima vedou k fluorescenci [4].

2.2.1 Kvantovy vytézek

Kvantovy vytézek Q prestavuje pomér emitovanych fotonli k mnoZzstvi absorbovanych
fotont a je definovan vztahem:
r+k, ' (1)

Q

kde I"je rychlostni konstanta zativého ptechodu, knr rychlostni konstanta nezafivého piechodu.
Tyto rychlostni konstanty jsou uréujici pro dobu trvani tj., vyhasinani excitovaného stavu a plati



ze I' > knr . Kvantovy vytézek nemuze byt vétsi jak jedna, viz Stokesuv posuv (kapitola 2.2.3),
ale muze se blizit k jednicce za piedpokladu velkého rozdilu miry zéfivého a nezéativého
ptechodu [1], [5].

2.2.2 Doba zZivota

Doba zivota 7 predstavuje Cas, ve kterém molekula setrvava v excitovaném stavu
pied navratem na zdkladni energetickou hladinu. Vzhledem k tomu, ze ne vSechny fluorofory
emituji v dobé&, kterd je rovna jejich dob¢ zivota, vyjadiuje se doba zivota jako primeérna
hodnota. Obecné se doba zivota fluoroforu pohybuje v fadu nanosekund a je dana vztahem:

= )
r'+k,’

kde I"je rychlostni konstanta zatfivého prechodu, knr rychlostni konstanta nezafivého piechodu.
V piipad¢, ze jedinou moznosti deexcitace je zafivy prechod, je doba Zivota dana vztahem (3)
a oznacuje se jako prirozena neboli vnitini doba zivota zn [1].

1

T: =

Ol =

2.2.3 Stokesiiv posuv a zrcadlova symetrie

Mezi absorpénim a emisnim spektrem existuje jista zrcadlova podobnost (viz Obr. 1).
Tato symetrie je zptisobena tim, Ze absorpce a emise z odpovidajicich si vibra¢nich hladin maji
stejnou relativni pravdépodobnost. Vibra¢ni hladiny zékladniho stavu, hladiny So, maji stejnou
strukturu jako vibrac¢ni hladiny excitovaného stavu Si. Pfi excitaci pfechazi elektron vlivem
absorpce energie excita¢niho zdroje z rovnovazné zakladni hladiny Sp na nékterou z vibra¢nich
hladin vys$$i energetické hladiny Si, popfipadé S,. Zde dochdzi k tzv. vnitini konverzi.
Jedna se o prechod mezi elektronovymi stavy se stejnou multiplicitou spinu. K pfechodu
dochazi z divodu vétsi energetické blizkosti energetickych hladin. Vibra¢ni hladina
excitovaného stavu Si se nachdzi ve stejné energetické urovni jako rovnovazna hladina So.
Excitovany elektron ptfechazi v ramci excitani hladiny S1 nebo S; z vibra¢ni hladiny na
rovnovaznou vibraéni hladinu S1. Rychlost tohoto prechodu se pohybuje v #adu 102 az 1023 s,
Vzhledem k nanosekundové dobé zivota nezasahuje tento piechod do emisniho spektra.
Pfechod je doprovazen tepelnym zafenim. Jedna se tedy o nezafivy piechod. Z rovnovazné
hladiny S; pfechazi elektron, uz zativym piechodem, na nékterou z vyssich vibrac¢nich hladin

Cv v

excitovaného stavu, tedy S, tento jev se nazyva Kashovo pravidlo [1], [6].
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Obr. 1 Stokesiiv posuv [4].

Z obrazku (viz Obr. 1) také vyplyva energeticky rozdil mezi absorpénim a emisnim
spektrem, respektive posuv vinové délky emisniho maxima K vy$§im vinovym délkam.
Tento rozdil se nazyva Stokesiiv posuv a je zptsoben energetickymi ztratami, které jsou dany
vlivem udalosti odehravajicich se pfed emisi. Hlavnim divodem je zejména rychla vibracni
relaxace a vnitini konverze na rovnovaznou vibra¢ni hladinu S;. Dalsi energetické ztraty mohou
byt dany povahou roztoku, ve kterém se fluorofor nachazi, reakci v excitovaném stavu, tvorbou
komplext a vlivem jinych nezafivych energetickych ptechodi. Emisni spektrum ma oproti
absorpénimu spektru nizsi energie a je tedy posunuto k vy$§im vinovym délkam [4], [6].

Zrcadlovou symetrii absorpéniho a emisniho spektra nevykazuji vSechny fluorofory, nékteré
se tomuto pravidlu vymykaji. Piikladem takové vyjimky je fluorescenéni sonda
1-hydroxypyren-3,6,8-trisulfonat (dale HPTS). Rozdily mezi absorpénim a emisnim spektrem
vznikaji u této sondy ionizaci hydroxylové skupin. Pti nizkém pH kolem 1 se emisni spektrum
podoba emisnimu spektru aromatickych uhlovodiki (pfi nizkém pH je hydroxylova skupina
protonovana). Excitace pfi nizkém pH je doprovazena snizenim disocia¢ni konstanty.
Diky tomuto snizeni dochazi k ionizaci hydroxylové skupin. K emisi tedy dochazi z aniontové
formy molekuly. Vzhledem k tomu, ze excita¢ni zafeni absorbovala neutralni molekula,
ale deexcitace a s tim Spojend emise jiZ probihala z aniontové formy HPTS, je patrny rozdil
mezi absorpnim a emisnim spektrem HPTS. Navic je zde velky Stokestv posuv. Ten nastava
kvuli energetickym ztratdm spojenym se zménou geometrie molekuly [24]. Abychom dosahli
zrcadlové symetrie absorpénich a emisnich spekter u této sondy, musela by byt sonda
excitovana v prostfedi o vysokém pH, okolo 13, kde by jiz hydroxylova skupina byla
deprotonovana [1].

11



2.2.4 Jablonskiho diagram

Jablonskiho diagram (viz Obr. 2) znazoriuje jednotlivé vztahy mezi absorpci a emisi,
energetické stavy molekul a pfechody mezi nimi. Zakladni energeticka hladina je oznacena jako
So, vyssi excitacni hladiny s postupné nartistajici energii pak Si, So atd. Kazda energeticka
hladina obsahuje mnozstvi tzv. vibra¢nich energetickych hladin. Energeticky rozdil mezi
zékladni hladinou So a prvni excitacni hladinou S: je relativné velky. Velky na to,
aby nedochazelo k excitaci vlivem tepelného pohybu. K excitaci se tedy vyuziva svételného
zateni.

e m— A e
‘ a
¥ g
% 51 T1 ? e
= 2=
== =
= _F:E
i’ X = - : Y
Z L I ;
Sy & Y . !

Obr. 2 Jablonskiho diagram. Excitace, absorpce zdreni je v tomto diagramu reprezentovana
modrou barvou. Hnédou barvou je zndzornéna vnmitini konverze a vibracni relaxace.
Fluorescenci pak znaci zelena barva. Spinovou konverzi znaci fialovda barva, cervené je
oznacena fosforescence [4].

Vedle fluorescence mize molekula v energetické hladiné Si: piejit spinovou konverzi
do prvni tripletni hladiny T1. Tento piechod se nazyva mezi-systémovy. Energie této hladiny je
niz§i v porovnani s prvni excitovanou singletni hladinou Si. A jak jiz bylo zminéno vyse,
navraceni elektronu na zakladni energetickou hladinu So je diky spinové konverzi spinovée
zakazano. Pro navrat na zakladni energetickou hladinu musi dojit k reorientaci spinu.
Doba Zivota tohoto stavu se pohybuje v fadech sekund. Pfi navraceni z T1 na So je emitovano
charakteristické zafeni - fosforescence, obecné posunuté k vy$sim vinovym délkam tj., nizsi
energii [4].

2.3 ZhaSeni fluorescence

Zhéseni fluorescence piredstavuje obecny proces snizeni intenzity fluorescencéniho zéteni.
Proces zhaSeni mizeme rozdélit na statické zhaSeni a na zhaSeni dynamické. U statického
zhaSeni se molekula zhaSece vaze na fluorofor v zdkladnim stavu za vzniku nefluorescenéniho
komplexu. Pokud dochazi k poklesu intenzity emisniho zatreni vlivem koliznich stfetii molekul
zhaSece a fluoroforu, hovofime o dynamickém zhaSeni. Ve velké vétSiné pripadli dochdzi
k tomu, Ze se u fluoroforu zhaSeného jednim zhaseCem projevuje jak dynamicke, tak i statické
zhaSeni. Ze zhaseni fluorescence v biologickych systémech je mozno zjistit informace
o molekulach, mezi kterymi ke zhaseni dochazi, a také o prostiedi ve kterém se nachazeji [4],
[16], [59].
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Jako zhase¢ muze vystupovat celd fada molekul. Nejbéznéjsim zhaSeCem je molekularni
kyslik, ktery zhasi vesmés vSechny znamé fluorofory koliznim tj. dynamickym zhasenim [7].
Diky koliznim srazkam se singletnim kyslikem v zakladnim stavu ptechazi molekula fluoroforu
mezi-systémovym piechodem do tripletniho stavu. Tripletni stav s dlouhou dobou zivota
je ovSem vroztocich rychle zhasen, takze nedochdzi k fosforescencnimu zafeni,
ke kterému by mohlo diky tripletu dochazet. Aromatické a alifatick¢é aminy jsou také
efektivnimi zhasSeCi fluorescence vétSiny nesubstituovanych aromatickych uhlovodiku.
Piikladem muze byt antracen, ktery je efektivné zhasen dietylanilinem [8].
Antracen Vv excitovaném stavu pfijme elektron z aminové skupiny dietylanilinu za vzniku
excitovaného komplexu zvaného exciplex. Vznik exciplexu mizeme pozorovat zejména
V nepolarnich rozpoustédlech. V polarnim rozpoustédle je ovSem fluorescence exciplexu
zhasena, interakce mezi antracenem a dietylanilinem vykazuje princip klasického zhaseni.
Dalsim typem zhaSeni je zhaSeni pomoci molekul obsahujicich atom tézkého prvku,
jako je brom nebo jod. Halogenované slouceniny jako jodbenzen, trichlorethanol
nebo brombenzen zh4si mechanismem dynamického zhéseni. ZhaSeni vétsimi halogeny jako
bromidy a jodidy miize vyustit k mezi-systémovému piechodu do tripletového stavu [9], [10].
Mechanismus zhaSeni je pravdépodobné odliSny pro slouceniny obsahujici chlor.
Indoly, karbazoly a jejich derivaty jsou velice citlivé na zhaSeni chlorovanymi uhlovodiky
a tzv. elektronovymi “scavengery* jako je, histidin, cystein, NO3, fumarat, Cu?*, Pb?*, Cd?*
a Mn®* [11]. Zhaseni témito latkami pravdépodobné zahrnuje pienos elektronu z fluoroforu
ke zhasedi. Dalsimi zhaseCi fluorescence mizou byt puriny, pyrimidiny,
N-methylnikotinamidy nebo N-alkylpyridinium. Ptikladem muze byt pyren, ktery je zhasen
cetylpyridinium chloridem. Casto je u téchto slou¢enin pozorovano jak statické tak i dynamické
zhaSeni, kde komplex v zdkladnim stavu, tvofeny pfi statickém zhéaSeni, mlze byt velice
stabilni [1].

Kromé& rozdéleni na statické a dynamické zhaSeni miiZeme dle mechanismu zhaSeni
a chemické povahy molekul urcit dalsich Sest typi zhaseni [12]:

¢ Koncentracni samo-zhaseni fluorescence:
Od jist¢ mezni, prahové koncentrace vzorku dochazi k poklesu kvantového vytézku

fluorescence vlivem neelastickych srazek excitovanych molekul a molekul roztoku
v zékladnim stavu. Dochéazi k absorpci energie zéafeni molekulami roztoku, ale nedochézi
k emisi a energie je disipovana ve formé tepelné energie.

¢ Vnitini konverze molekul:
Vnitini konverze je typem nezadfivého piechodu. V roztoku je zplsobena srazkami
excitovanych molekul s molekulami neexcitovanymi. Pokles kvantového vytézku se zvySuje
S rostouci teplotou a s koncentraci roztoku.

e Vnitrni filtracni efekt prvniho druhu:
Emisni zafeni je spektrofluorimetrem snimdno ze sttedu mérné kyvety. Pokles intenzity

fluorescence je zplisobem absorpci excitaéniho zafeni okolnim roztokem ptedtim, neZ se toto
zéateni dostane do stfedu kyvety, ze které je poté snimana emise fluorescence.
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e Vnitini filtracni efekt druhého druhu:
Pokud se v roztoku nachazi dalsi fluorofor, jehoZz excita¢ni vinova délka se pohybuje v rozsahu

emisni vlnové délky druhého fluoroforu, je ¢ast emitovaného zéfeni druhého fluoroforu
absorbovana prvnim fluoroforem.

e Strukturni a konfigura¢ni zmény molekul:
Tento typ zhaSeni se tyka zejména organickych molekul. Vlivem piechodu molekul

do tripletniho stavu, ktery je velmi reaktivni, dochazi ke vzniku nefluoreskujicich komplexa.
Pti strukturni a konfiguracni zméné mize excitovana molekula piejit do zdkladniho stavu bez
emise zafeni. Coz plati zejména pro molekuly s volnou strukturou.
e Vliv cizich iontu:

Pokles kvantového vytézku fluorescence je zptisoben pohlcenim elektronu v excita¢ni hlading,
coz vede k nemoznosti navraceni excitovaného elektronu na zékladni hladinu. Stupen zhasSeni
roste s polarizovatelnosti. Ptiklad zhaseni anionty: F"< NO3 < (CO0)* < CI'< Br < SCN'< I.
Piiklad zhaseni kationty s neobsazenymi d-orbitaly: Mn?* |Fe?* Hg** <UO,?'< Co, Ni< Fe®*
< Cu< Cr¥,

2.3.1 Statické zhaseni

Principem statického zhaSeni je tvorba nefluorescencniho komplexu v zdkladnim stavu
(viz Obr. 3). Statické zhaseni tedy neovliviiuje dobu zivota fluoroforu. Ze zavislosti intenzity
fluorescence na koncentraci zhaSe€e muze byt odvozena konstanta stability vzniklého
nefluorescentniho komplexu. Konstanta je dana rovnici:

F-Q
) “
Q
kde [F—Q] pfestavuje koncentraci vzniklého komplexu, [F] pfedstavuje koncentraci volného
fluoroforu a [Q] koncentraci zhasece. Celkova koncentrace fluoroforu je dana rovnici:

[F]=[F]+[F-Qq], (5)

dosazenim do rovnice (5) do rovnice (4):

_[Fo]_[F]_ [Fo] _i
““TFl FlQ T ®

Pro ziedéné roztoky plati, ze intenzita fluorescence je pfimo imérna koncentraci fluoroforu
a rovnice (6) mizeme psat ve tvaru:

%ﬂ%-[@]. Y

Vynesena zavislost Fo/F na koncentraci zhasece [Q] je linearni stejn¢ jako v piipadé
dynamického zhaseni (viz Obr. 3). Oproti rovnici dynamického zhaseni (viz kapitola 2.3.2
rovnice 8) je rychlostni konstanta statického zhaseni zaroven konstantou stability vzniklého
komplexu [1].
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2.3.2 Dynamické zhaseni

Dynamické zhaseni popisuje Stern-Volmerova rovnice:
F
F°:1+kq-ro-[Q]:1+KD-[Q], (8)

kde Fo a F jsou intenzity fluorescence v nepfitomnosti a v pfitomnosti zhaSece, Kq
je bimolekuldrni rychlostni konstanta zhaSeni, 7o ptedstavuje dobu zivota fluoroforu bez
pritomnosti zhasece a Q je koncentrace zhasecCe. Stern-Volmerova konstanta zhaseni je pak
déana rovnici:

Ko =K, 7. (9)

Pokud se jedna kompletné o dynamické zhaseni, bude Stern-Volmerova konstanta oznacena
jako Kbp. V jinych piipadech bude tato konstanta oznac¢ena Ksy [1].

Dulezitou vlastnosti dynamického zhaseni je jeho souvislost s dobou Zivota fluorescence.
K poklesu hodnoty doby Zivota pti dynamickém zhaseni dochazi proto, ze dynamické zhaseni
je proces, ktery snizuje populaci excitovaného stavu bez emise fluorescence. Tim je snizena jak
intenzita fluorescence, tak i dana doba Zivota fluoroforu. Zakladni Stern-VVolmerova rovnice (4)
ma pak tvar:

14k, 7,-[Q)=1+ K, [, (10)
T

kde 7o predstavuje dobu zivota bez pfitomnosti zhaSeée a 7 pak dobu Zzivota Vv pfitomnosti
zhasece. Z rovnice (10) pak vyplyva, ze snizeni intenzity fluorescence je pfimo umérné snizeni
doby zivota fluorescence:
R (11)
r F
Vystup zhaseni fluorescence je vétSinou reprezentovan jako graf zavislosti Fo/F
na koncentraci zhasece [Q], poptipadé jako zavislost zo/z na [Q]. Tato zavislost by méla byt
linedrni a z rovnice proloZené piimky by mélo byt mozné ziskat konstantu zhaseni Kp

(viz Obr. 3).

Pokud pozorujeme Stern-VolmerGv linearni pribéh zavislosti, nemusi to znamenat,
7ze se jednd o dynamické zhéaSeni. Také statické zhdSeni davd linearni prabéeh.
Statické a dynamické zhaseni mtze byt odliSeno zavislostmi jednotlivych procest na teploté,
viskozité nebo na méfeni Casove rozliSené fluorescence. Vyssi teplota usti k rychlejsi difuzi,
takze dynamické zhaSeni bude efektivnéjsi. Vyssi teplota také zptisobi disociaci slabé vazanych
komplext, coz vyusti k niZz§imu podilu statického zhdSeni, protoZe principem statického zhaseni
je tvorba nefluorescentniho komplexu v zakladnim stavu (viz Obr. 3) [1].
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Obr. 3 Porovnani dynamického a statického zhaseni [1].

2.4  Principy fluorescenéni spektroskopie

Zaznam fluorescencniho signélu poskytuje citlivou metodu pro sledovani prostfedi v okoli
fluoroforu, jeho interakce a konformaéni zmény. Pomoci dané instrumentace muzeme
zaznamenavat predev$im intenzitu fluorescence, dobu zivota a naptiklad polarizaci.
Obecné mizeme fluorescenéni méfeni rozdé€lit na dva typy. Na ustalenou fluorescenci (steady
state) a Casove rozlisenou fluorescenci (time resolved) [12].

2.4.1 Ustalena fluorescenéni spektroskopie

Meéteni ustdlené fluorescence se provadi pii konstantni excitaci kontinualnim paprskem
zdroje. Jako zdroj se vétSinou vyuziva xenonova lampa, ktera poskytuje relativné kontinualni
zdroj zafeni s rozsahem vinovych délek od 250 do 700 nm [1]. Polychromatické bilé svétlo
dopada na excitaéni monochromator. Na monochromatoru dochazi k difrakci miizkou a vybéru
pozadované excitacni vlnové délky. Monochromatické zafeni je poté vedeno do cely
se vzorkem, kde budi fluorescenci. Fluorescence se §ifi vS§emi sméry, emisni detektor je umistén
v pravém Uhlu od sméru dopadajiciho excitacniho zafeni, aby se zabranilo kontaminaci
excitaénim zdrojem. Pied detektorem je umistén druhy monochromator, pomoci kterého je
volena vhodna emisni vlnova délka. Souhra obou monochromatorii umoznuje skenovani
jednotlivych vinovych délek. Soucasti detektoru je fotonasobic prevadéjici dopadajici zafeni na
elektricky proud v zavislosti na intenzité¢ emisniho zatfeni. Obecné schéma fluorescencéniho
spektrofotometru je uvedeno nize (viz Obr. 4). Jako vystup méfeni ustalené fluorescence
mohou slouzit naptiklad emisni, popfipad¢ excitaéni spektra. Zaznamenana intenzita emisniho
zareni je stfedni hodnotou emisi riznych fluoroforti nebo jen riznych forem téhoz fluoroforu
[4]. Moznost rozliseni jednotlivych emisnich a excita¢nich spekter je diky spektralnimu
prekryvu nemozna. Pro zjisténi dil¢ich intenzit, dob zivota jednotlivych forem,
poptipadé jednotlivych fluoroforti slouzi ¢asové rozlisena méfeni [4].
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Obr. 4 Schématicky diagram spektrofluorimetru [1].

2.4.2 Casové rozliSena fluorescenéni spektroskopie

Casové rozlisend méfeni poskytuji dodate¢né informace, které ustilena fluorescence
prekryva. Poskytuje informace o dynamice excitovaného stavu a umoznuje sledovat ¢asové
zavislosti sledovanych parametri. Existuje celd Skala moznych metod a variaci, ale ve velké
mife jsou pouzivany dvé metody, a to pulzni metoda a metoda fazové modulovaného
excitacniho zareni. Metoda fazové modulovaného excitacniho zafeni pouziva zaieni o riizné,
ale vysoké frekvenci (frekvence blizici se 100 MHz), a vytvafi harmonickou odezvu vzorku.
Doba zivota fluoroforu, respektive emise tohoto fluoroforu, bude oproti excitaénimu pulzu
opozdéna. Vysledny posuV poté slouzi k vypoctu pozadované doby zivota 7 [1].

Princip pulzni metody Spoc¢iva v ozafovani vzorku velice kratkym excitacnim pulzem.
Pulz je mnohem krat§i nez je doba zivota sledovaného fluoroforu. Intenzita je poté
zaznamenavana skrze polarizator orientovany v magickém uhlu 57,7° vertikdlni osy-z,
coz zabranuje zkresleni vysledné intenzity, ke které by mohlo dojit diky difuznimu rotaénimu
pohybu molekul. Doba Zivota 7 je poté vypocitana ze smérnice zavislosti log I(t) na Case t
(viz Obr. 5). Kromé¢ tohoto postupu se vyuziva prolozeni vyhasinajici kiivky predpokladanym
modelem poklesu (viz 2.4.3) [1], [14].
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Obr. 5 Pulzni metoda méreni casové rozlisené fluorescence [1].

2.4.3 Casové rozlisena fluorescenéni spektroskopie, TCSPC

Jedna se o metodu ,,Casové korelovaného s¢itani fotont*, zkracené TCSPC (time correlated
single photon counting). Jeji princip spociva v detekci jednoho fotonu na cca 100 excitaénich
pulzti. Méfi se cas, ktery uplyne mezi excitatnim pulzem a detekci prvniho fotonu.
K excitaci je ve velké mife pouzivané zafeni emitujici diody (LED). Opakovaci frekvence
téchto diod mliZze dosahovat az 40 MHz s velkou skalou rliznych vinovych délek. Schématické
zobrazeni instrumentace pro méfeni TCSPC je uvedeno na obrazku nize (viz Obr. 6).
Méfeni zacina excitaénim pulzem. Tento pulz dopada jednak na vzorek, kde dochazi k excitaci
vzorku a nasledné emisi fluorescence, a zaroven je veden pies CFD diskriminator (constant
function discriminator). Signal prochazi CFD, kde je pfesné zaznamenan Cas ptichodu, a je dale
veden na konvertor TAC (time to amplitude converter). Pfichodem signalu je linearné
generovano napéti na kondenzatoru v nanosekundovych €asech. Druhy kanal zaznamenava
pulz vznikly detekci prvniho fotonu zemitujiciho vzorku. Tento pulz je veden pies
diskriminator CFD, ktery vySle signdl do TAC, a tim dochdzi k zastaveni riistu napé&ti
na kondenzatoru. Vzniklé napéti na TAC koresponduje s casovym rozdilem ptichodu signélu
o excitaci a detekci prvniho fotonu emisniho zafeni. Dle potfeby je toto napéti zesileno
zesilovacem PGA (programmable gain amplifier) a pfevedeno na numerickou hodnotu skrze
pievodnik ADC (analog to digital converter). K minimalizovani chybovych detekci je signal
omezen danym rozsahem napéti. Jestlize neni signal v daném rozmezi, detekce je potlacena
pomoci diskriminatoru WD (window discriminator). V okamziku, kdy signal prochazi
pies ADC, dojde k zaznamu udélosti, a o dany foton Se zvys$i mnoZstvi fotonll vV jemu vlastnim
casovém kandlu. Je tieba fici, Ze méfeni ve velké mife probihd v tzv. reverznim modu.
Cely proces se ve své podstaté nelisi od procesu popsaného vyse, pouze k zapoceti riistu napéni
na TAC je misto excitacniho pulzu pouzit emisni pulz a k zastaveni narGstu napéti je pouzit
excitaéni pulz. Reverzniho médu se uziva z diivodu nutnosti a ¢asové narocnosti resetovani
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TAC. Po kazdé¢ udalosti musi dojit k poklesu napéti na TAC na nulovou hodnotu. Jak jiz bylo
feceno vyse, na jeden detekovany foton pfipadé piiblizné 100 excita¢nich pulzl. V reverznim
modu pak nedochazi k tak ¢astému resetovani TAC [1].
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Obr. 6 Schéma pro méreni casove rozlisené fluorescence metodou TCSPS [1].

Vysledkem méteni je pak histogram. Na ose-X se nachazi ¢asovy rozdil v ramci jednotlivych
kandli a na ose-y pocet fotonil, kter¢ byly po dany casovy usek detekovany.
Po zaznamenani daného mnozstvi jednotlivych fotonli v jejich specifickych c¢asech
a pii podmince jednoho fotonu na cca 100 excitacnich pulzii dostdvame vyhasinaci kiivku.

Vyslednou vyhasinaci kiivku je nutné tzv. dekonvoluovat. K tomu je nutné naméfit profil
excitacniho pulzu neboli odezvu pfistroje. K tomuto celu slouzi koloidni médium oxidu
kiemicitého tzv. Ludox [15]. Vysledna vyhasinaci kiivka méfeni Ludoxu predstavuje nejkratsi
mozny ¢asovy profil naméfeny pfistrojem [1].

2.5 Intramolekularni a intermolekularni reakce prenosu protonu v zakladnim a
excitovaném stavu molekuly

Reakce v excitovaném stavu, pii kterych dochazi k ptenosu protont, patii k zakladnim
fotochemickym reakcim. Tyto reakce mohou slouzit ke studiu hydrataéni dynamiky [16],
ke sledovani zmén acidobazické rovnovahy (pH, pOH jump studies) [17] a vV neposledni fadé
jako sondy pro studium prostiedi proteint, micel, reverznich micel a biopolymert [18], [19].

V roce 1931 popsal Weber zménu acidobazické rovnovahy u excitovanych organickych
molekul [20]. Dale vroce 1949 Forster popsal cely reakéni proces pienosu protont
V excitovaném stavu a zménu acidobazické rovnovahy. Tento proces je vyjadien schématem
nazvanym Forsteruv cyklus (viz 2.5.1), ze kterého je mimo jiné mozno stanovit pKa molekuly
na zakladé jejiho pKa' V excitovaném stavu a emisniho/absorpéniho spektra [21].

Fyzikalni vlastnosti, jako je acidobazicka rovnovéaha nebo dipélovy moment, se excitovanim
molekul méni. Zména téchto vlastnosti je ddna zménou rozlozeni naboje na molekule,
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ke kterému dochazi pravé pii excitaci molekuly. Reakce v excitovaném stavu jsou vlastné
isomerizani reakce, kdy jednotlivé izomery mezi sebou udrzuji rovnovdhu a skrze
tautomeriaza¢ni reakce mohou ptechazet z jednoho izomeru na druhy [22].

Hnaci silou pro fotoindukovany pfenos protont je zména acidity a bazicity danych funkénich
skupin. V molekulach, které jsou tvofeny naftolovym nebo fenolovym jadrem, dochézi vlivem
excitace k presunu elektronové hustoty z kyslikového atomu na aromatické jadro. Vysledkem
tohoto pfesunu je skokovy narust acidity excitované molekuly oproti molekule v zakladnim
stavu [23]. Dochazi k deprotonaci hydroxylové skupiny vlivem rozpoustédla nebo jiné
molekuly v zakladnim stavu, ktera se chova jako akceptor. Tento proces deprotonace se nazyva
intermolekularni pfenos protont v excitovaném stavu, ESPT (excited state proton transfer).
Odstépenim vodikového protonu vznikd aniontovd forma fluoroforu, ktera muze bud’to
reagovat s jinou molekulou, nebo relaxovat na zakladni energetickou hladinu, kde dochazi
k reprotonaci [24]. Pii relaxaci na zakladni hladinu dochézi k uvolnéni pfebytecné energie
ve form¢ emisniho zafeni aniontové formy s charakteristickym bathochromnim posuvem oproti
zafeni neutralni formy.

Kromé zmény acidity miize u molekul obsahujicich naptiklad pyrazinové jadro dochazet
po excitaci ke skokové zméné bazicity a vzniku protonované, kationtové formy fluoroforu [25].
Obecné se da fict, ze aromatické molekuly s donornim substituentem budou po excitaci
siln¢jSim donorem elektronti, a elektron akceptorni skupiny si budou elektrony vice
piitahovat [24].

Dalsi moznosti reakce v excitovaném stavu je pienoS protond v ramci jedné molekuly
tzv. ESIPT (excited state intramolecular proton transfer). Na molekule fluoroforu,
ktery obsahuje na stejném chromoforu jak akceptorni, tak i donorni skupinu v dané vzdalenosti
a spravné orientaci, dochazi ke vzniku intramolekularni vodikové vazby [24].

Mimo vySe uvedené moznosti pienosu protond, intramolekularniho (ESIPT)
a intermolekularniho (ESPT), muze u specifickych molekul nastat tzv. ESDPT (excited state
intermolecular double proton transfer). V takovém ptipadé dochazi ke vzniku cyklické
vodikové vazby s protickym rozpoustédlem nebo ke vzniku dimeru [24].

25.1 Forsteriv cyklus

Forsteriv cyklus (viz Obr. 7) ptedstavuje schéma kombinujici termodynamicka
a spektroskopicka data ke stanoveni hodnoty pKa V excitovaném stavu. Volna Gibbsova
energie muze byt vyjadiena z hlediska entalpie a entropie deprotonace. Pro zakladni
energetickou hladinu (12) a pro excitovany stav (13) plati rovnice:

AG°=AH°-T-AS=-R-T-In(K,), (12)
AG®=AH°-T-AS" =-R-T-In(K}), (13)

za predpokladu rovnosti disociaéni entropie ArOH a ArOH” dostdvame vztah:
AGO—AG*":AHO—AH*":—R-T-In(EiJ. (14)

kde AH a AH" ptedstavuji standardni molarni entalpie (viz Obr. 7), Kz a Ka* jSou rovnovazné
konstanty zakladniho a excitovaného stavu. Jelikoz se jedna o uzavieny okruh absorpce,
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deprotonace v excitovaném stavu, emise, a reprotonace v zakladnim stavu, z Forsterova cyklu
vyplyva:

No-h-Vaou+AH =N, -h-v, _ —AH®°=0 )
= AH = AH™ =N, - (h-Vaou —h-v, ),

kde hvaron @ hvaro piedstavuji energetické rozdily mezi jednotlivymi hladinami. Z kombinace
rovnic (14) a (15) plyne:

K h'NA'(VArOH_V )
I a — ArO .
(I (16’
Plati Ze:
K *
In( Ki j =2,303- (log(K,) —log(K,)),
pK, =-log(K,),
(17)

pK, =—log(K)),

K .
SN In( ij: 2,303-(pK, - pK, )
K
a
dalsi Gpravou a pfevedenim transitni frekvence v ArOH a ArO™ na vlnovou délku (vyjadienou
v m 1) dostavame rovnici pro disociaéni konstantu excitovaného stavu pKa':

N,-h- (VArOH _VAro—)

K, =pK, -
PRa = PR 2303-R-T 18)
oK’ = pK _NA'h‘C'(;ArOH_;ArO—):pK _NA'h'C'A;

8 8 2303-R-T ® 2303-R-T°

kde h predstavuje Planckovu konstantu (6,622076-107%* J-s), Na Avogadrovu konstantu
(6,022137-10% mol™), R idealni plynovou konstantu (8,31451 J-mol*-K 1), ¢ je rychlost svétla
(2,9979-108 m-s™) a T je termodynamicka teplota (K) [26].

ArO-*
A l—r— S,
: ArOH* AH* _‘."'“k‘
S, —— - M \
E—E
K]
AH]":?..'-?"‘ AO-+ H- o
S o Ka
o ArOH

Reakéni koordinata

Obr. 7 Forsteruv cyklus [26].

21



2.6 Fluorescencni sondy podstupujici pfenos protont v excitovaném stavu

Pfenos protonil v excitovaném stavu miize v mnoha piipadech vyustit v dudlni emisni
spektrum. Jednak v emisni spektrum neutralni molekuly a jednak v emisni spektrum aniontové,
popfiipad¢é kationtové formy molekuly. Emisni maximum aniontové, popiipadé kationtové
molekuly vykazuje relativné velky Stokestiv posuv smérem k vys$sim vlnovym délkam oproti
emisnimu maximu neutralni molekuly. Tento posuv je zplsoben velkymi energetickymi
ztratami. Energetické ztraty jsou dany geometrickymi zménami probihajicimi na molekule
pfi transferu protonii. Pii absenci akceptoru protonu mize byt potlacena tautomerizacni reakce
a vznik aniontové nebo kationtové formy molekuly. Cely proces pfenosu protont siln¢ zavisi
na povaze prostiedi, jeho schopnosti tvofit vodikovou vazbu, dale na konformaci molekuly
a také na teploté [24], [27].

2.6.1 a-naftol

Tato fluorescenéni sonda (viz Obr. 8) obsahuje hydroxylovou skupinu na pozici Ci
(téz 1-naftol). Molekulovd hmotnost této organické slouceniny ¢&ini 144,17 g-mol ™.
Je rozpustna v ethanolu, etherech, acetonu a vodé, a snadno rozpustna v benzenu, chloroformu
a v roztoku alkalickych hydroxidu [28].

OH

Obr. 8 Strukturni vzorec a-naftolu [30].

Excitacni vinova délka a-naftolu ¢ini 300 nm [29]. Molekula podstupuje intermolekularni
ptenos protonti (ESPT) s charakteristickym emisnim spektrem obsahujicim dvé emisni maxima
(viz kapitola 5.1). Disocia¢ni konstanta v zakladnim stavu pKa ¢ini 9,2 [1].

2.6.2 HPTS

Fluorescen¢ni sonda HPTS (sodna sal 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonové kyseliny),
také pyranin (viz Obr. 9). Molekulova hmotnost HPTS ¢&ini 524,39 g-mol?, je rozpustna
ve vod¢, DMSO a v nizkomolekularnich alkoholech [31].
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Obr. 9 Strukturni vzorec HPTS [32].

Excitaéni vinova délka HPTS ¢ini 454 nm [33]. Molekula podstupuje intermolekularni
pienos protontt (ESIPT) a emise probiha pfevazné zionizované formy fluoroforu.
Emise neutralni formy se vyskytuje pifevazné v silné kyselém prostiedi [1]. Emisni spektra
HPTS v rtiznych rozpoustédlech jsou uvedena v kapitole 5.2.

2.6.3 3HNA

Fluorescen¢ni sonda 3HNA (3-hydroxy-2-naftolova kyselina) (viz Obr. 10). Molekulova
hmotnost ¢ini 188,18 g-mol 2, je rozpustna v benzenu, chloroformu, alkoholech a etherech [49].

HO.
I

o)

Obr. 10 Strukturni vzorec 3HNA [47].

Excitacni vinova délka 3HNA ¢ini 360 nm. Emisni charakteristiky 3HNA v jednotlivych
rozpoustédlech jsou uvedeny v kapitole 3.

2.7 Hyaluronan

Hyaluronan je polysacharid skladajici se z opakujicich se disacharidickych jednotek.
Polysacharid patfi do skupiny glykosaminoglykanti. Opakujici se disacharidickd jednotka
se sklada z monosacharidu kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu, spojenych B (1-3)
glykosidickou vazbou. Vysoky stupen polymerace je tvoren diky spojovani jednotlivych
disacharidickych jednotek B (1-4) glykosidickou vazbou. Jak je vidét na obrazku (viz Obr. 11),
struktura  hyaluronanu je tvofena velkym mnozstvim hydroxylovych  skupin.
Diky témto skupinam je hyaluronan schopen véazat velké mnozstvi vody a tvofit okolo fetézce
hydrataéni obal. Disociaci téchto karboxylovych skupin vznikd zaporny naboj,
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ktery diky néabojové repulzi umoznuje relativné dobrou rozpustnost ve fyziologickych

podminkach [34].
COOH
\E D HD
o
HO O—

CHg,C.D

Obr. 11 Strukturni vzorec hyaluronanu [34].

V zivych systémech se hyaluronan vyskytuje bud’to jako vazany na extracelularni matrix
nebo volny v tkénich, slouzici jako lubrikant, naptiklad v kloubech. Dale je zastoupen jako
slozka udrzujici objem, napiiklad v o¢ni bulvé. Jeho biologicka aktivita se odvozuje
od molekulové hmotnosti. Obecné se da fict Ze hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti
nevykazuje Zadnou biologickou aktivitu a slouzi tedy jako strukturni, vypliiova jednotka.
Zde se uplatiuje jeho vlastnost zadrzovani velkého mnozstvi vody. Udrzeni vody
Vv extracelularnim matrixu je kli¢ové pro pieziti a spravnou funkci bunék. Interakce dalSich
slozek extracelularniho matrixu s proteoglykanovymi jednotkami formuje vnitini strukturu
a definuje dané fyzikalni a mechanické vlastnosti tkdné. Hyaluronan se naptiklad podili
na formovani kolagennich vlaken. Rovnéz interaguje s buiikami a to hlavné pomoci receptoru
CD 44, ktery se nachazi na povrchu velké vétSiny bunék. Diky tomu se bunky mohou vazat na
extracelularni matrix. Hyaluronan o nizké molekulové hmotnosti (pod 500 Da) jiz biologickou
aktivitu vykazuje a plati, Ze se snizujici se molekulovou hmotnosti tato aktivita roste [34]
se na bundéné diferenciaci, migraci a celkové obnovy tkané [37]. Retdzce o nlzke molekulové
hmotnosti se v tkanich prakticky nevyskytuji. Nizkomolekularni fragmenty hyaluronanu
mohou Vv tkani vznikat naptiklad pti zanétlivé infekci, nebo pfi napadeni organismu.

Velky potencial hyaluronanu spo¢ivéa v jeho chemickych modifikacich. Nativni hyaluronan
je ve tkadnovém inzenyrstvi prakticky nepouzitelny a to hlavné kvili velice snadné a rychlé
biodegradabilité¢ ve tkanich. Vhodnym navazanim liganda a jejich naslednym zasitovanim
muzeme piipravit trojrozmérnou strukturu, hydrogel, jakozto univerzalni jednotku pro tkanové
inZenyrstvi. Ligandy se mohou vazat na znacné mnoZstvi primarnich nebo sekundarnich
hydroxylovych skupin za tvorby esterové vazby. Rozpustnost modifikovaného hyaluronanu
zavisi na stupni substituce a na délce ligandového fetézce [34].

2.8 Polystyren sulfonat

Polystyrensulfonat (PSS) je syntetickym polymerem, jehoz struktura vychazi z polymeru
polystyrénu. Jednotlivé monomerni jednotky jsou sulfonovany funkénimi skupinami SOz.
Jedna se tedy o sodnou siil polykyseliny. Tento polymer je dobfe rozpustny ve vodé. V nizsich
alkoholech je téméf nerozpustny. Celkova struktura je velmi jednoducha (viz Obr. 12),
centralni skupina je vazana pouze jednim uhlikovym atomem, z ¢ehoz plyne velké mnozstvi
stupniti volnosti. Polystyrensulfonat tak samovolné nezaujima strukturné organizovanéjsi formy
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a ve vodném roztoku tvoti nahodn¢ organizované shluky. To se projevuje 1 na relativné vysokeé
viskozité a tvorbé viskoelastickych roztoki [36].

0=5S=0

ONa

Obr. 12 Strukturni vzorec polystyrensulfonau [35].

Polystyrensulfonat je biologicky stabilni a diky své dobte definované jednoduché struktuie
slouzi jako modelovy polymer. Retézec obsahuje po celé délce zaporné nabité funkéni skupiny,
které jsou schopny reagovat skladné nabitymi funkénimi skupinami jinych latek,
jako jsou napiiklad amfifilni tenzidy [36].

2.9 Asociativni micelarni koloidy, tenzidy

Jedna se o nizkomolekularni povrchové aktivni latky (PAL). Tyto latky tvofi za nizkych
koncentraci pravé roztoky. Pfi dosazeni dané koncentrace (kritické agregacni, kritické
micelarni koncentrace) dochazi k asociaci molekul téchto latek a vzniku koloidnich ¢astic,
micel. Vlastnosti takto vzniklych micel jsou dany stavovymi veli¢inami jako je teplota,
tlak a koncentrace (jak vlastni koncentrace, tak i koncentrace pfidanych latek). Tento proces je
reverzibilni [38].

Vznik micel je dan amfifilni povahou povrchové aktivnich latek. Jednotlivd molekula
se sklada z ¢asti lyofilni, tedy rozpustné v daném prostiedi, a z ¢asti lyofobni, ktera je v daném
prostfedi nerozpustna. Lyofobni ¢ast se snazi minimalizovat svij kontakt s rozpoustédlem,
coZ ma za nasledek shlukovani molekul na povrchu mezifazového rozhrani a plati pro nizké
koncentrace. Tim je sniZzeno povrchové napéti rozpoustédla a z toho divodu jsou tyto latky
oznacovany jako povrchové aktivni. Pfi zvySovani koncentrace tenzidu dochazi ke vzniku
agregatu, micel [38], [39].

Vétsinou se jednd o povrchoveé aktivni latky rozpustné ve vodé. Molekuly téchto latek
obsahuji tedy hydrofilni ¢ast (hlava) a hydrofobni ¢ést, tvofenou nejcastéji jednim nebo vice
uhlovodikovymi fetézci (viz Obr. 13). Aby dochazelo ke vzniku micel, musi byt uhlovodikovy
fetézec dostatecné dlouhy.
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Hydrofilni "hlava"

<«— Hydrofobni uhlikaty Fetézec J‘f/f/ \\ﬂ-“

Obr. 13 Schématické zndzornéni molekuly tenzidu a asociaci vzniklé micely [39].

Povrchové aktivni latky jsou dle moznosti disociace hydrofilni skupiny ve vodném prostiedi
rozd€leny na neiontové a na iontové tenzidy. Iontové se dale déli na kationtové, aniontové,
ptipadné amfoterni (viz Obr. 14):

e Aniontové PAL
Zaporny naboj je u téchto latek tvoten disociaci karboxylové, sulfatové nebo fosfore¢nanové

skupiny. Jako proti-ionty vystupuji vétsinou atomy drasliku, sodiku, vapniku a amoniové ionty.
Piikladem aniontového tenzidu mize byt dodecylsulfat sodny (SDS) nebo stearan sodny [40].

o Kationtové PAL
U vétSiny kationtovych povrchovych latek je hydrofilni ¢ast molekuly tvofena dusikatym

atomem. Vyuzivaji se jak aminy, tak i kvarterni dusikaté baze, které na rozdil od aminti nejsou
zavislé na pH. Kladny niboj u aminoskupin se vyskytuje jen v protonovaném Stavu.
Zastupcem kationtového tenzidu je naptiklad cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB),
nebo karbethopendeciniumbromid (Septonex) [40]. Tito dva zastupci povrchové aktivnich latek
jsou dale rozpracovani v kapitole 2.9.2 2 2.9.3.

e Amfoterni PAL
V molekule amfoterniho tenzidu jsou pfitomny dvé hydrofilni skupiny, které disociuji

v zavislosti na pH okolniho prostiedi. V prostfedi s pH bliZicim se jejich izoelektrickému bodu
vykazuji tyto latky jak zaporny, tak i kladny néaboj. Jejich volny néboj je tedy plné
vykompenzovan.  Pfikladem  pfirodnich  amfoternich  latek  jsou  fosfolipidy,
ptikladem syntetickych amfoternich latek betainy [40].

¢ Neiontové PAL
Tyto tenzidy elektrolyticky nedisociuji. Jejich molekuly se obvykle skladaji z dlouhého

uhlovodikového fetézce, zakoncené¢ho polarni nebo neiontovou skupinou na konci.
Nejcastéji se jednd o polyetherové nebo polyhydroxylové skupiny. Diky polarnim hydrofilnim
skupinam jsou tyto tenzidy dobie rozpustné¢ ve vod¢ a vykazuji silné hydratacni vlastnosti.
Ptikladem zastupce této skupiny povrchové aktivnich latek mize byt alkohol ethoxylat [40].
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Obr. 14 Prehled jednotlivych tenzidu dle disociace hydrofilni skupiny [41].

2.9.1 Vznik a vlastnosti micel

Roztoky micelarnich koloida o nizké koncentraci vykazuji charakteristicky prabéh zavislosti
danych fyzikalnich vlastnosti na koncentraci. Pfi dosazeni urcité koncentrace dochazi
ke skokovym zméndm na téchto kiivkach. Micelarni koloidy tvofi pii nizkych koncentracich
pravé roztoky. Pfi vySSich charakteristickych hodnotdch koncentrace se hydrofobni casti
molekul snazi minimalizovat kontakt S rozpouStédlem a tvofi agregaty. Tato koncentrace je
oznacovana jako kritickd agregacni koncentrace (CAC). Pii dalSim zvySovéani koncentrace
nastava na kiivkach zavislosti fyzikalnich a chemickych vlastnosti na koncentraci dalsi skok.
Tato koncentrace je oznaCovana jako kritickd micelarni koncentrace (CMC) a jak jiz bylo
uvedeno vyse, dochazi ke vzniku micel [38].

Velikost a tvar micel zdvisi na mnoha aspektech, jako je napfiklad koncentrace,
teplota, velikost a struktura molekul povrchové aktivni latky atd. Ve vodném roztoku je
hydrofilni ,,hlava“ molekuly tenzidu v kontaktu s rozpoustédlem, zatimco hydrofobni uhlikaty
fetézec Se snazi kontakt srozpoustédlem minimalizovat (viz Obr. 13). V nepolarnich
rozpoustédlech je situace opacna. Zde nckteré amfifilni povrchové aktivni latky tvofi
tzv. reverzni neboli obracené micely. U reverznich micel je hydrofilni ,hlava®“ obracena do

sttedu vzniklé micely a hydrofobni uhlikaté fetézce jsou smeérovany do rozpoustédla
(viz Obr. 15) [38], [42].

Obr. 15 Schématické zndzornéni reverzni micely [38].

Jednou z vlastnosti micel je moznost vélenovani dalSich molekul do jejich struktur,
tzv. solubilizace. Solubilizaci rozdé€lujeme na pfimou a reverzni. Schématické znazornéni
jednotlivych procest solubilizace je uvedeno nize na obrazku (viz Obr. 16). Pii solubilizaci

27



roste hmotnost micel tenzidu nejen v dusledku zabudovani molekul solubilizatu do micely,
ale také proto, ze zaCleiovanim se zvétsi objem hydrofobniho jadra a musi se tedy zvétsit
i pocet molekul tenzidu, které tvotici micelu [43].

e Prima solubilizace
U nepolarnich latek, které jsou ve vodném prostfedi nerozpustné nebo slabé rozpustné,

dochazi k zaclenovani do jadra micel. V pfipadé polarné-nepolarnich organickych latek,
jako jsou naptiklad alkoholy nebo aminy, dochazi k zaclenéni molekul do struktury micel tak,
ze kopiruji charakteristické uspotadani micel. Uhlovodikové fetézce téchto latek smétuji do
sttedu micely a jejich polarni skupiny do prostiedi rozpoustédla. Polarni latky se pak
solubilizuji na povrchu micely.

U laminérnich micel vstupuji molekuly nepolarni latky mezi uhlovodikové fetézce tenzidu
a tim dochazi k oddaleni jednotlivych vrstev.

Micely neionogennich povrchovych latek si molekuly solubilizatu rozmist'uji ve strukturnich
utvarech zohybanych molekul tenzidu, na tirovni hydrofilnich fetézcii. Nepolarni latky se pak
zaclenuji blize k jadru micely [43].

e Obracena solubilizace
Tento typ solubilizace nastava s prostfedi reverznich micel, tedy v nepolarnim prostiedi
S hydrofilnim jadrem a hydrofobnim povrchem [43].

polaré-nepolami iatka
~ O . (ko-surfaktant) O

nelonogenni povrchove

- D §‘§\§{§(§(§l§§  aktivni latka /.
:f\\\\ J «",?J';J ) 9 }?% 2 z g nepdaml

lizat—

nepolam » \\ //
solubilizat ionegenni povrchové aktivni latka
(protiionty nejsou zakresleny) mo:ekdly § §§ §
B vod: y 2
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Obr. 16 Prima solubilizace (a) nepoldrnich latek, (b) polarné-nepolarnich latek, (c) polarnich
latek v micelach, (d) nepolarnich latek v laminarnich micelach, (e) nepolarnich a polarnich
latek v neionogennich micelach [43].

\ polarni

solubilizat

29.2 CTAB

Cetyltrimethylamoniumbromid (viz Obr. 17) je kationicky tenzid, jehoz kladny naboj je
tvofeny kvarterni amoniovou soli sbromem jako proti-iontem o funkénim vzorci
(C16H33)N(CH3)3Br a systematickém nazvu hexadecyltrimethylamoniumbromid [44].
Molekulova hmotnost tohoto tenzidu ¢ini 364.5 g'mol*. Ve vodé dochazi ke vzniku micel pii
dosazeni kritické micelarni koncentrace pohybuijici se v rozmezi (0,92 — 1,0)-10~3 mol-dm2.
Agregacni Cislo vzniklych micel se pohybuje v zavislosti na metod¢ stanoveni v rozmezi
75-120 (25 °C) [45].
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Obr. 17 Strukturni vzorec CTAB [44].

2.9.3 Septonex

Septonex neboli karbethopendeciniumbromid (viz Obr. 18) o funkénim vzorci C21H44BrNO>
je stejn¢ jako CTAB kationicky tenzid tvofeny kvarterni amoniovou soli
a bromovym proti-iontem. Molekulovd hmotnost tohoto tenzidu ¢&ini 422,48 g-mol™ [46].
Ve vodé dochazi ke vzniku micel pii dosaZeni kritické micelarni koncentrace pohybujici se
v rozmezi (0,79 — 0,81)-107° mol-dm 3 [48].

Obr. 18 Strukturni vzorec Septonexu [46].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Fluorescenéni sondy podstupujici pfenos protonti V excitovaném stavu nachazeji vyuziti
v studiu dynamiky a struktury vysoce organizovanych komplexut jako jsou polymerni gely [55],
micely [56], [18], [19] a lipidové membrany [59]. Dale pak ke stanoveni hydrata¢ni dynamiky
polymeri [16] a v neposledni fadé mohou tyto sondy reagovat na zménu pH, ¢imz se stavaji
hojné vyuzivanymi jako senzory zmény acidobazické rovnovahy [17], [58].

Anita C.Kumar a A.K. Mishra studovali proces bobtnani polyvinylalkoholové (PVA) gelové
vrstvy ve vodé za pomoci inkorporaci a-naftolu do prostorové matrice gelu. PVA je netoxicky,
biokompatibilni polymer, ktery ochotné bobtna ve vod¢. V zavislosti na stupni asociace mezi
vodou a polymerem se méni struktura vody uvnité gelu. Emisni spektrum a-naftolu v suchém
gelu obsahovalo ve velké mife pouze zastoupeni neutrdlni formy molekuly. Po zapoceti
bobtnani, tj. pronikani vody do gelu, se snizovalo zastoupeni neutralni formy sondy a zaroven
dochazelo ke zvySovani disociované, aniontové formy fluoroforu. Diky hydrofobnim
interakcim zustaval a-naftol v matrici polymeru PVA. Monitorovanim emisniho spektra spolu
se stanovenim hmotnosti celého gelu bylo mozné stanovit ¢as maximalniho nasyceni
polymerniho gelu vodou a také rozlisit vodu vazanou piimo na polymer oproti vodé uchycené
V zesit'ované struktuie [55].

Mandal D., Kumar S. a kolektiv posuzovali deprotonacni charakteristiky a-naftolu
v micelach neutralnich (X-100, TX-100R), kationtovych (CTAB) a aniontovych (docecylsulfat
sodny (SDS)) tenzidi. Ve vodé podstupuje a-naftol rychlou deprotonaci okolo 35 ps [57], [58].
Velky rozdil emisnich charakteristik aniontové a neutrdlni formy vykazuje tento fluorofor
V organizovaném prostiedi micel. Zména poméru intenzit neutralni a aniontové formy nastava
okolo kritické micelarni koncentrace jednotlivych tenzidi. Dochazi ke zvySeni intenzity
aniontové formy v prostiedi micel nad kritickou micelarni koncentraci u tenzidi CTAB
a TX-100R, oproti tomu u micel SDS dochazi k poklesu v porovnani s vodou. Tento pokles
znaci odlisnou pozici fluoroforu v micelach SDS, kde a-naftol emituje pievazné jako nevazana
sonda ve vod€. V micelach CTAB dochéazelo ke zpomaleni pienosu protond a doba zivota
fluoroforu pro 460 nm byla zpomalena na 600 ps, stejné jako v piipadé doby Zivota neutralni
formy, pfi 360 nm. Pro TX-100R a SDS je doba Zzivota aniontové formy pii 460 nm vyssi,
nez je tomu v piipadé neutralni formy (360 nm). Doba Zivota v micelach TX-100R byla
stanovena na 2,5 ns pro 460 nm a 2,5 ns pro 360 nm. U SDS byla doba zivota pro 460 nm
stanovena na 600 ps a 1,8 ns pro 360 nm [56].

N. Pappaye a A.K. Mishra studovali chovani ruzn¢ substituovaného naftolu, konkrétné
4-chlor-1-naftol, 5-amino-1-naftol, 4-methoxy-1-naftol, 7-methoxy-2-naftol, 3-amino-2-naftol,
6-brom-2-naftol a 1-brom-2-naftol v prostiedi lipozomi uzitim ustalené a ¢asové rozliSené
fluorescence. Z jejich méteni vyplyvaji jako vhodné sondy piedev§im 4-chlor-1-naftol,
popiipadé¢ i 4-methoxy-1-naftol, podstupujici intermolekularni ptfenos protonta (ESPT).
Hlavnim diivodem uvadi rozdil v disociacnich konstantach zékladniho (pKa) a excitovaného
(pKa") stavu. U naftolti se zavedenou aminoskupinou se projevuje snizeni kvantového vytézku
V nepolarnich médiich. U substituovani naftolu bromem dochdzelo u vysledného derivatu
k znaénym mezi-systémovym piechodim. Dochazelo k emitaci fosforescence, coz nebylo
zadouci. Jak jiz bylo feceno vyse, nejlepsi vlastnosti vykazovala sonda 4-chlor-1-naftol,
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konkrétné jeji neutralni forma, ktera dobfe korelovala s umisténim v liposomové membrané.
Pozice fluoroforu byla zjisténa pomoci zhaSeni fluorescence jodovymi ionty. Za piredpokladu
jodu jako hydrofilniho zhaSece bude zhasena pouze neutralni frakce fluoroforu zabudovaného
v membrané, ktera je v kontaktu s vodou. Tento fluorofor také reagoval zménou emisniho
spektra na ptitomnost cholesterolu v lipidové dvojvrstvé. Cholesterol snizuje stlacitelnost
membrany a navysuje jeji kohezni vlastnosti. V lipidové dvojvrstvé je vlivem pfitomnosti
cholesterolu vétsi organizovanost acylovych fetézcti mastnych kyselin. Pfi zméné teploty
vykazovala neutralni forma naftolu nizsi intenzitu s rostoucim zastoupenim cholesterolu
v lipidové dvojvrstvé [59].

L. Meijuan, T. Qiang a kolektiv se zabyvali charakterizaci polymeru poly(metylmetakrylat)
(PMMA). Ztohoto polymeru byl pfipraven kompozitni material spolu s 3-hydroxy-2-
naftolovou kyselinou (3HNA) in situ. V této studii byl posuzovan vliv riznych rozpoustédel na
fluorescencni vlastnosti kompozitu 3HNA. Jejich vysledky indikuji dudlni emisni spektrum
kompozitu 3HNA [50]. 3HNA vykazuje emisi neutralni formy v nepolarnich rozpoustédlech
jako je naptiklad toluen. V polarnich rozpoustédlech jako je napiiklad acetonitril a pyridin
vykazuje emise velky Stokestiv posuv. Tento posuv byl pozorovan také v pritomnosti akceptoru
protonu jako je triethylamin (TEA), ktery byl pifidavan do nepolarniho roztoku [62].
V polarnich rozpoustédlech dochazi pravdépodobné kinterakci s 3HNA za vzniku
intermolekularni vodikové vazby (viz Obr. 19). Jako tomu bylo v ptipad¢ studie interakce
3HNA s polymethylmethakrylatem (PMMA), kdy po piidavku polarniho aprotického
rozpoustédla dimethylformamidu (DMF) dochazelo ke zvySovani intenzity emisniho zareni
pii vinové délce okolo 500 nm (viz Obr. 20). Ke stejné interakci by mélo dochazet i v ptipadé
DMAC (dimethylacetamid) a TEA (triethylamin) [50].

Q—H----- DMF/DMAC/TEA

Obr. 19 Vznikly komplex vodikové vazby s3HNA s DMF,DMAC a TEA [50].
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Obr. 20 Emisni spektra 3HNA kompozitu s PMMA s pridavkem DMF, (1) 0 wt%, (2) 0,5 wt%,
(3) 3,0 wt% [50].
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Pro kompletni vycet fluorescen¢nich sond podstupujicich pfenos protont v excitovaném
stavu, se kterymi bylo pracovéano v bakalaiské i v diplomové praci, jsou nize uvedeny emisni
charakteristiky 3HNA v riznych rozpoustédlech (viz Obr. 22). Dale je na grafu nize
(viz Obr. 21) uvedeno emisni spektrum 3HNA v chloroformu. Fluorofor v chloroformu
vykazuje velice nizkou intenzitu v porovnani s ostatnimi rozpoustédly a proto je zde uveden
samostatn¢. V tomto nepolarnim rozpoustédle dochézi k emisi neutrdlni formy 3HNA
s maximem okolo 420 nm. Nedochazi k deprotonaci a vzniku aniontové formy s maximem
okolo 510 nm.
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Obr. 21 Samostatné emisni spektrum 3HNA v chloroformu.

V polérnich aprotickych rozpoustédlech, jako je aceton a DMSO, je emisni maximum
posunuto k vinové délce okolo 500 nm (viz Obr. 20). V téchto rozpoustédlech dochazi
pravdépodobné k interakci s 3HNA za vzniku intermolekularni vodikové vazby [50].

V polérnich protickych rozpousStédlech dochazi se zvysujici se polaritou roztoku ke snizovani
intenzity aniontové formy molekuly s emisnim maximem okolo 510 nm. Maximalni intenzitu
aniontové formy vykazuje roztok 100% ethanolu, zatimco nejmensi intenzitu muizeme
pozorovat pro Cistou vodu.
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Obr. 22 Emisni spektra 3HNA v riiznych rozpoustédlech.

Pienos protond vykazuji i sondy na bazi chinolinonu. Dmytro A. Yuschenko a Kkolektiv
studovali fluorescen¢ni vlastnosti 2-aryl-3-hydroxychinolinont (3HQ) s riiznymi substituenty
pomoci ustalené a ¢asové rozlisené fluorescence. Substituce tohoto fluoroforu probihala na
pozici 2-arylového kruhu a na atomu dusiky heterocyklu (viz Obr. 23). Byl zaznamenan velky
rozdil mezi emisnimi spektry u jednotlivych substituentd. Zatimco absorpéni spektra byla
u vSech substituovanych fluoroforit prakticky stejna a nevykazovala velké odchylky
pro jednotlivé substituenty, emisni charakteristiky, respektive pomér intenzit mezi jednotlivymi
maximy dualniho spektra, se pro jednotlivé substituenty vyrazné lisily. Omezenou reakci na
zménu polarity vykazovaly chinolinové sondy obsahujici N-H substituent. Oproti tomu N-Me
substituovany chinolinon (N-Me 3HQ) poskytuje dostate¢nou odpovéd na zménu polarity
prostfedi a to diky symetrickym zménam poméru jednotlivych intenzit v zavislosti na zméné
polarity [51].
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Obr. 23 Normalizovana emisni spektra 2-metyl-3HQ (¢erna) a 1,2-dimethyl-3HQ (cervend)
vlevo. Vpravo pak normalizovand emisni spektra 2-fenyl-3HQ (Cervenad) a 1-methyl-2-fenyl-
3HQ (¢ervend) v DMF pri excitacni vinové délce 360 nm pro vsechny slouceniny [51].

S. Kalyanasis a kolektiv posuzovali emisni charakteristiky pyraninu (HPTS) v systému
lysozymu a CTAB pomoci ustdlené a casové rozliSené fluorescence. Ve vodé vykazoval
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pyranin dvé absorpéni maxima, pro neutralni formu ROH u 405 nm, ktera byla signifikantné
mensi nez druhé absorpéni maximum pro aniontovou formu RO™ u 450 nm. Pyranin vykazoval
zménu emisnich charakteristik po ptfidavku lysozymu. Pro 0,09 % koncentraci ¢inil pomér
ROH:RO™ hodnou 1:8, pro 0,5% koncentraci lysozymu byl pomér 1:7. Intenzita RO~ pyraninu
byla v lysozymu vyrazné potlacena oproti pyraninu ve vode¢, kde pomér ROH:RO™ dosahoval
hodnoty 1:20. Po ptidavku 0,6-10~% mol-dm > CTAB do obou koncentraci lysozymu dochéazelo
ke snizeni RO~ vlivem zhasSeci interakce pyraninu a CTAB. ZvySovani koncentrace CTAB nad
0,6:10 3 mol-dm™ mélo za nasledek prudky rist intenzity RO~ u 0,09% lysozymu.
Rovnéz intenzita RO™ pod touto koncentraci CTAB vykazovala mirny narast. Z tohoto trendu
byla odeétena kritickd agregacni  koncentrace mezi CTAB a lysozymem,
tedy 0,6-10°mol:dm> CTAB pii 0,09% lysozymu. Tomuto odpovidaly i hodnoty
deprotonacnich konstant, kdy vlivem vzniklych agregatt CTAB a lysozymu dochézelo
ke snizeni rychlostni konstanty deprotonace [52].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Vybaveni a pristroje
4.1.1 Fluorolog

K méfeni fluorescencnich spekter fluoroforu byl pouzit piistroj od firmy Horiba Scientific,
umoziujici fluorescencni analyzu méfenim emisnich a excitacnich spekter. Fluorescence byla
detekovana v pravouhlém uspofddani. Pro excitaci byla pouzita Xe vybojka (450 W).
Vodni lazni byla udrZzovana teplota pro méteni 22 °C. Ke zpracovani dat ustalené fluorescence
byl pouzit software FluorEssence, HORIBA Jobin Yvon Inc.

4.1.2 Fluorocube

Pistroj vyrabi jiz zminéna firma Horiba Scientific, k dispozici je sada NanoLED
(260 nm — 740 nm) o pracovni frekvenci 1 MHz. Diky TBX pikosekundovému detektoru méfi
piistroj v rozliSeni az 20 ps/kanal. Rozsah méfenych dob zivota fluoroforu se pohybuje
od 1071° do 10°®s. M&teni je mozno provadét za konstantni teploty diky pfipojené vodni 1azni.
Pro méfeni byla udrZzovana teplota 22 °C. Na zpracovani dat byl pouzit software DataStation,
HORIBA Jobin Yvon Inc.

4.1.3 Aminco Bowman Series 2

K méteni fluorescencnich spekter fluoroforu byl pouzit ptistroj Aminco Bowman Series 2
(AB2) umoznujici fluorescenéni analyzu méfenim emisnich a excitaénich spekter.
Jako svételny zdroj slouzi Xe vybojka. Budici paprsek prochdzi prvnim excitacnim
monochromatorem pro vybér dané excitaéni vlnové délky. Kolmo na excitacni paprsek
je detekovano fluorescencni zafeni, které prochdzi emisnim monochromatorem. Méteni bylo
provadéno pfi nastaveni citlivosti pfistroje 60% pro dany rozsah budiciho napéti, pohybujici se
vrozmezi 250 az 1025V. Pro vyhodnoceni méfeni byl pouzit dodany
software AB2.

4.1.4 Pouzité chemikalie

Hyaluronan (130 — 300 kDa) Contipro Biotech s.r.o Sarze: 213-6213

Hyaluronan (750 — 1000 kDa)  Contipro Biotech s.r.o Sarze: 214-7794

Hyaluronan (1500 — 1750 kDa) Contipro Biotech s.r.o Sarze: 214-9062

PSS (1 MDa) Sigma-Aldrich Chemistry Sarze: MKAAI1218V
CAS: 25704-18-1

PSS (70 kDa) Sigma-Aldrich Chemistry sarze: BCBF6120V
CAS: 25704-18-1

a-naftol Sigma-Aldrich Chemistry sarze: BVBJ8068V
CAS: 90-15-3

HPTS Sigma-Aldrich Chemistry Sarze: BFD37575V

CAS: 6358-69-6
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Pyren Fluka Analytical Sarze: 4301661

CAS: 57-09-0
3HNA Sigma-Aldrich Chemistry Sarze: BCBK3459V
CAS: 92-70-6
CTAB Sigma-Aldrich Chemistry Sarze: 059K 0041
CAS: 57-09-0
Septonex GNB Chemistry Sarze: 910SEP002
CAS: 10567-02-9
Ethanol pro UV-VIS Penta Ing. Petr Svec Sarze: 220313
CAS: 64-17-5
DMSO Fluka Analytical Sarze:1468197V
CAS: 67-68-5
Chloroform Penta Ing. Petr Svec Sarze: 2097200715
CAS: 602-006-00-4
Aceton Penta Ing. Petr Svec Sarze: 1308200810
CAS: 67-64-1
Deionizovana voda Milipore academic
LUDOX Sigma-Aldrich Chemistry Sarze: MKBJ4732V
CAS: 7631-86-9
CPC Sigma-Aldrich Chemistry Sarze: 075K0200
CAS: 6004-24-6
Jodid draselny Fluka Analytical Sarze: 4571101
CAS: 7681-11-0
3-Jodpropanova kyselina Sigma-Aldrich Chemistry Sarze: S10757-184
CAS: 141-76-4

4.1.5 Priprava zasobnich roztoku

Dle nasledujiciho seznamu byly pfipraveny zasobni roztoky:

e Hyaluronan
Na analytickych vahéach bylo navazeno dané mnozZstvi hyaluronanu o molekulové hmotnosti

130 — 300 kDa, 750 — 1000 kDa nebo 1500 — 1740 kDa. Navazené mnozstvi bylo kvantitativné
prevedeno do odmérné baiiky o objemu 100 cm?®. Uplnym rozpusténim a naslednym doplnénim
roztoku po rysku deionizovanou vodou byly pfipraveny zasobni roztoky hyaluronanu
o koncentraci 0,015 g-dm3.

e Tenzidy
Na analytickych vahéch bylo navaZzeno dané¢ mnozstvi CTAB nebo Septonexu. Navazené

mnozstvi bylo kvantitativné prevedeno do odmémé baitky o objemu 100 cmd,
Uplnym rozpusténim a naslednym doplnénim roztoku po rysku deionizovanou vodou byly
piipraveny zasobni roztoky tenzidu o koncentraci 5-1072 mol-dm=2a 5-10* mol-dm™3,

e ZhasSece
Na analytickych vahéach bylo navazeno dané mnozstvi zhasece. Pro jodbenzen Cinilo navazené

mnozstvi 0,2083 g, toto mnozstvi bylo pievedeno do odmérné baiiky o objemu 50 cm?®
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a doplnéno po rysku DMSO. Pro CPC bylo navazeno 0,0488 g a tato navazka byla pfevedena
do odmérné baiiky o objemu 100 cm® a doplnéna vodou po rysku. Takto vznikly zasobni
roztoky o koncentraci 0,0204 mol-dm™ pro jodbenzen a 5,75-10° mol-dm pro CPC.

e o-naftol
Na analytickych vahach bylo navdzeno 0,0079 g a-naftolu o relativni molekulové
hmotnosti 144,17 g-mol ™. Navazené mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do odmérné baiiky
0 objemu 50 cm®. Rozpusténim a naslednym doplnénim roztoku po rysku ethanolem
(ethanol na UV-VIS) byl pfipraven zasobni roztok fluoroforu  a-naftolu
o koncentraci 1,10-1072 mol-dm™3.

e HPTS
Na analytickych vahach bylo navézeno 0,0514g HPTS o relativni molekulové
hmotnosti 524,39 g-mol . Navazené mnozstvi bylo kvantitativné pievedeno do odmérné
baiiky o objemu 50 cm®. Uplnym rozpu$ténim a néaslednym doplnénim roztoku po rysku
ethanolem  (ethanol na UV-VIS) byl pfipraven zasobni  roztok  HPTS
o koncentraci 1,96-10~2 mol-dm™3.

4.1.6 Priprava jednotlivych vzorki
Dle nasledujiciho seznamu byly ptipraveny vzorky:

e Vzorky pro stanoveni vlivu tenzidu na hydrataci sondy
Do vialek bylo napipetovano 13 pl popiipadé 46 pul roztoku fluorescenéni sondy

a-naftolu nebo HPTS v ethanolu. Rozpoustédlo bylo nasledné odpaieno za laboratorni teploty
a do vialek byl napipetovan konstantni objem hyaluronanu o molekulové hmotnosti
1500 — 1740 kDa, tenzidu a deionizované vody tak, aby celkovy objem vzorku ¢&inil 5 cm?.
Koncentrace sondy ve vzorku byla pro o-naftol 1-10™ mol-dm 2 a pro HPTS 5-10° mol-dm3.
Konstantni koncentrace hyaluronanu ve vzorku ¢&inila 7 mg-dm™3. Koncentrace tenzidu
se pohybovala v rozsahu 0 az 2-1072 mol-dm™>.

Takto byly od kazdého tenzidu a v kombinaci s kazdou sondou vytvoteny tii fady roztokd,
které byly ponechédny na tfepacce do druhého dne.

e Vzorky pro stanoveni vlivu hyaluronanu na hydrataci sondy
Do vialek bylo napipetovano 13 pul popiipadé 46 ul roztoku fluorescenéni sondy

a-naftolu nebo HPTS v ethanolu. Rozpoustédlo bylo nasledné odpateno za laboratorni teploty
a do vialek byl napipetovan dany objem hyaluronanu o molekulové hmotnosti 130 — 300 kDa,
750 — 1000 kDa nebo 1500 — 1740 kDa, konstantni objem tenzidu a deionizované vody tak, aby
celkovy objem vzorku ¢&inil 5cm®. Koncentrace sondy ve vzorku byla pro o-naftol
1-:10"° mol-dm3a pro HPTS 5-107° mol-dm 3. Koncentrace tenzidu byla konstantni pro kazdou
fadu, a to 3mM, 5 mM, 7 mM, 10 mM a 20 mM. Koncentrace hyaluronanu se ve vzorcich
pohybovala v rozmezi 0 az 15 mg-dm ™.

Takto byly od kazdého tenzidu a hyaluronanu v kombinaci s kazdou sondou vytvofeny tii
fady roztokt, které byly ponechény na tiepacce do druhého dne.
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e Vzorky pro stanoveni emisnich charakteristik fluorescenénich sond v riznych
rozpoustédlech
Do vialek bylo napipetovano 13 ul popiipadé 46 pul roztoku fluorescen¢ni sondy

a-naftolu nebo HPTS v ethanolu. Rozpoustédlo bylo nasledné odpateno za laboratorni teploty
a do vialek bylo napipetovano 5 cm?® vody, DMSO, popiipadé chloroformu. Pro koncentra¢ni
fadu ethanolu ve vodé byly pipetovany dané objemy tak, aby se koncentrace ethanolu
pohybovala vrozmezi 0 az 100%. Koncentrace sondy ve vzorku byla pro a-naftol
1:10"° mol-dm 3 a pro HPTS 5-10 ® mol-dm3.

Takto byly pro kazdou sondu v kombinaci s kazdym rozpoustédlem vytvofeny vzorky
o koneéném objemu 5 cm?®.

e Vzorky pro stanoveni agregacniho ¢isla Septonexu
Do vialek bylo napipetovano 48 ul zasobniho roztoku pyrenu, rozpoustédlo bylo nasledné

odpafeno za laboratorni teploty. Koncentrace zhasece CPC se pohybovala v rozmezi
0 az 7-10*mol-dm™3 Koncentrace Septonexu byla konstantni, a to 6-1072 mol-dm3.
Vysledné vzorky byly doplnény na objem 5 cm? deionizovanou vodou. Takto byly vytvoieny
tii stejné fady vzorkd.
e Vzorky pro zhaSeni a-naftolu pomoci jodbenzenu a CPC

Do vialek bylo napipetovano 91 pl fluorescen¢ni sondy a-naftolu, rozpoustédlo bylo nasledné
odpafeno za laboratorni teploty. Koncentrace zhaseCe byla zvolena tak, aby se pomér
s koncentraci micel pohyboval v rozmezi 0,5 az 1,5. Koncentrace CTAB byla konstantni,
a to 2:1072 mol-dm 3. Vysledné vzorky byly doplnény na objem 5 cm?® deionizovanou vodou.
Takto byly vytvofeny tfi stejné fady vzorkl jednak pro CPC, tak i pro jodbenzen.

4.2 Vlastni méreni

4.2.1 Méreni emisnich spekter

Pro méfeni emisnich charakteristik jednotlivych sond byl excitatni monochromator nastaven
na vlnovou délku 300 nm pro a-naftol a 454 nm pro HPTS. Emisni monochromator byl pak
nastaven pro a-naftol v rozsahu 320 az 560 nm a pro HPTS 460 az 620 nm. Stérbiny jak
excitacniho tak emisniho monochroméatoru byly nastaveny na 4 nm.

4.2.2 Meéreni doby Zivota

Odezva lampy byla zjiSt€éna méfenim rozptylujicitho zéafeni koloidniho roztoku oxidu
kfemicitého pro nastaveni monochromatoru NanoLED lampy na vilnovou délku 301 nm
pro a-naftol a 455 nm pro HPTS. Emisni monochromator byl nastaven na vinovou délku
350 nm pro neutralni formu a-naftol a 450 nm pro aniontovou formu, pro HPTS byl
monochromator nastaven na 510 nm. Dalsi nastaveni pfistroje: coaxial delay 65 ns, TAC range
50 — 100 ns, pocet fotonti v maximu 10000, repetition rate 1IMHz, sync delay 0 — 50 s, velikost
Stérbin byla nastavena v rozsahu 16 az 32 dle zahlceni detektoru. Méfeni byla provadéna
v reverznim uspofadani.
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4.3 Vyhodnoceni

4.3.1 Vyhodnoceni méreni ¢asové rozliSené fluorescence

Vyslednd meéteni Casoveé rozliSené fluorescence byla vyhodnocena pomoci programu
DataStation, HORIBA Jobin Yvon Inc. Naméfena data mohou byt prolozena
az péti-exponencialni funkci s obecnou rovnici [53]:

F(t)= A+B, exp(— lJ , (19)

T

kde A je parametr prolozeni, Bi piedstavuje pifedexponencialni funkci, ktera koresponduje
S procentudlnim zastoupenim emitujiciho fluoroforu, t piedstavuje Cas a 7 prisluSnou dobu
Zivota.

Dale je mozné vypocitat primérnou dobu zivota pii vice exponencialnim prolozeni dat,
ziskanych métenim doby Zzivota dle rovnice [54]:

T, = Zn:(Bi -0,01) -7, . (20)

4.3.2 Stanoveni agregacniho ¢isla

Agregacni Cislo daného tenzidu muze byt stanoveno jednak pomoci dynamického,
tak i pomoci statického zhaSeni fluorescence. OvSem pro piesnéjsi stanoveni hodnoty
agregacniho Cisla se ¢asové rozliSena fluorescence jevi jako vhodnym nastroj. U statického
zhaseni ustalené fluorescence roste odchylka s rostouci viskozitou prostfedi a také s rostouci
hodnotou samotného agregacniho ¢isla [60].

Pfi méfeni Casové rozliSené fluorescence metodou TCSPC bez ptitomnosti zhaSece
je rychlostni konstanta vyhasinani ddna rovnici:

k=—, (21)

kde 1o predstavuje dobu zivota fluoroforu solubilizovaného v micelarnim prostiedi
pfi monoexponencidlnim proloZeni vyhasinaci kiivky. Pro dobu Zivota v pfitomnosti zhaSece
plati rovnice [61]:

F(t)=F(0) exp(—TL —C-[L-exp(-k, -t]j, 22)

0

kde F(t) a F(0) ptedstavuji intenzity fluorescence v ¢ase t a v ¢ase 0, C piedstavuje pomér
koncentrace zhasece ke koncentraci micel. Vynesenim zavislosti C na koncentraci zhasece [Q]
dostavame ze smérnice zavislosti hodnotu agregacniho ¢isla Np dle rovnice:

C=m'b], (23)

Kde [S] pfedstavuje koncentraci tenzidu a [CMC] jeho kritickou micelarni koncentraci.
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Pomér C musi byt volen tak, aby koncentrace zhaSece neovlivitovala strukturu vznikajicich
micel. Pro rostouci koncentraci zhasece by se tento pomér mél pohybovat v rozmezi 0
pro nulovou koncentraci zhasece az po 1,5 [60].

4.3.3 Stanoveni deprotonacni konstanty

Pienos protond v excitovaném stavu probiha dle schématu nize (viz Obr. 24). Excitovany
fluorofor (AH*)" miize, kromé emise z neutralni formy, podstupovat rychly pienos protont
za vzniku iontového paru (A”...HsO") s konstantou deprotonace kq. Disociaci tohoto iontového
paru s konstantou disociace Kaiss ziskdvame individualni ionty A" a HzO*. Mize dochazet
k rekombinaci rychlostni konstanty kr za vzniku neutralni formy (AH"). Stejné& tak mohou byt
jednotlivé ionty transferovany zpét za vzniku iontového paru (A”...H3O") srychlostni
konstantou kp[H*]w. Z komplexu iontového paru a z disociovanych iontli dochazi k emisi
aniontové formy fluoroforu. Diky relativné vysoké hodnoté pH, kdy vzorky byly piipravovany
V neutralnim pH, je zpétny transfer jednotlivych iontl do iontového komplexu zanedbatelny,
respektive je vznik samostatnych iontl ireverzibilni. Konstanta kp[H*]w je vii¢i konstanté ka
zanedbatelna [58].

kn k is5
(AH* + H,0 ge——>  (A*.. H:0") g———P A* +H0"
ki k[H'
kans Ka ka
AH* A A

Obr. 24 Schéma kinetiky prenosu protonii v excitovaném stavu [58].

’ AH" -X k, 0 AH"
Gl AR = ke Y o [H by [-[ AL HT |, 1)
A 0 Ky -Z A
kde X, Y a Z jdou dany rovnicemi:
X =Ky +K,.. , (22)
Y =K, + Ky, +Ka (23)
Z= kdiss + kA ' (24)

Rovnice (21) vychazi z predpokladu prolozeni vyhasinaci kiivky fluoroforu tfi-exponencialni
funkci, z ¢ehoZ plyne, Ze tii reciproké doby zivota (pro AH" (A...H") a A) budou kofeny
rovnice:

A-X k 0

ke A=Y kJ[H], |=0, (25)
0 Ky A-Z

diss
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Vyhasinaci kiivka neutrdlni formy vykazuje krat$i vyhasinaci ¢asy 73 a 72 (s nejdelsim Casem
71). Pomér predexponencialnich faktord téchto casti dava vzniku piredexponencialnimu
koeficientu R dle rovnice:

B3
"= (26)
Reseni rovnice (25) za predpokladu kp[H*]w = 0:
2:(x+Y)i\/(x—z)2+4-k,-|<d | @)
’ 2
A =k,. (28)

Odvozenim vztahli mezi rychlostni konstantou, parametry poklesu a pfedexponencidlnim
koeficientem dostavame vztahy pro jednotlivé konstanty [58]:

R-A;,+4,

x =St (29)
Y = A+ A, — X (30)
ky=X-k,. =X, (31)
XY, (32)
Tk

Ky =Y —Kn —K, - (33)

Pro ucely této prace byla vzata v potaz deprotonacni konstanta kg, jako charakterizujici
konstanta pro pfenos proton V excitovaném stavu:
_R-A+4,

K, ~
d R+1 (34)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Deprotonacni charakteristiky fluorescen¢ni sondy a-naftolu

Fluorescen¢ni sonda a-naftol podstupuje intermolekulédrni pfenos protonii v excitovaném
stavu (ESPT) s charakteristickym dualnim emisnim spektrem S prvnim emisnim maximem
neutralni molekuly NpOH pfi vinové délce cca 350 nm a druhym maximem aniontové
molekuly NpO~ okolo vlnové délky 450 nm, v zavislosti na rozpoustédle (viz Obr. 25).
V roztoku ethanol/voda se vlivem snizujici se koncentrace ethanolu zvySuje polarita roztoku.
Se zvySujici se polaritou dochazi ke snizovani zastoupeni emisniho zareni neutralni formy
molekuly a Kk ristu emisniho zéafeni aniontové formy molekuly. V polarnim aprotickém
rozpoustédle DMSO dominuje emise neutralni formy molekuly s malym posuvem emisniho
maxima. V nepolarnim rozpoustédle chloroformu je intenzita emisniho zafeni neutralni
molekuly velice nizka a emise aniontové molekuly je zcela potlacena. Je tieba fici, Ze intenzita
fluorescence aniontové molekuly jiz neroste a to ani v ptipadé Cisté vody.

1,1E+
1E+08 EtOH 100%
EtOH 90%
9,08+07 7 EtOH 80%
A EtOH 70%
7,5E+07 - EtOH 60%
EtOH 50%
—. 6,0E+07 A EtOH 40%
g ; EtOH 20%
w 458407 4| ¢ EtOH 10%
S : - — - - Voda (0%)
S soes07 4l S/ NG N T emm— T DMSO
s 7 — = = Chloroform
1,5E+07 i
0,0E+OO < L teessesii
320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560
A (nm)

Obr. 25 Emisni spektra o-naftolu v riiznych rozpoustédlech.

Fluorofor a-naftol se fadi mezi fotokyseliny. Miru kyselosti a-naftolu v excitovaném stavu
vyjadiuje hodnota disociaéni konstanty pKa". V zékladnim stavu ¢ini hodnoty pKa 9,2 [1],
po excitaci dochazi vlivem strukturnich zmén na molekule ke skokovému ristu kyselosti.
V tabulce nize (viz Tab. 1) jsou uvedeny hodnoty pKa pro riizni rozpoustédla, odvozené
z Forsterova cyklu (viz kapitola 2.5.1). U ¢istého ethanolu, DMSO a chloroformu nedochézelo
k deprotonaci a vzniku aniontové formy fluoroforu, tudiz hodnota pKa" nemohla byt uréena.
Pro roztoky obsahujici ethanol v koncentraci 90 az 20% nedochazelo k vyraznym zménam
pKa". Mizeme oviem pozorovat jisty trend poklesu pKa, tedy naristu miry kyselosti
fluoroforu, se sniZzujici se koncentraci ethanolu. U 10% ethanolu dochéazi k vyrazné zméné
kyselosti a poklesu pKa na hodnotu 0,32. V ¢isté vodé ma pKa™ hodnotu 0,41. Tyto nizké
hodnoty disociacnich konstant fadi a-naftol v excitovaném stavu k silnym kyselinam. V méné
polarnim prostiedi ethanolu dochazi ke snizeni miry kyselosti a-naftolu, hodnota pKa" je oproti
Cisté vode zvysena témet sedmkrat.
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Tab. 1 Disociacni konstanty v excitovaném stavu a-naftolu, pKa" a jednotlivé hodnoty emisniho
maxima pro NpOH a NpO™.

EtOH Aem (nM) | Aem (nM) .
(%) NpOH NpO- PKs
100 342 - -
90 358 459 2,96
80 358 465 2,66
70 358 465 2,66
60 357 467 2,48
50 360 469 2,63
40 358 470 2,42
20 360 470 2,58
10 334 470 0,32
Voda 334 468 0,41
DMSO 358 - -
Chloroform 340 - -

Dale byla méfena casové rozliSend fluorescence neutrdlni a aniontové formy molekuly
a-naftolu v ruznych rozpoustédlech (viz Tab. 2). Vysledné vyhasinaci kiivky byly
vyhodnoceny prolozenim dvou nebo tfi-exponencialni funkci (viz kapitola 4.3.1). Od 40%
koncentrace ethanolu byly vzorky prokladany tfi-exponencialni funkci, kdy dochazelo
K postupnému narustu relativniho zastoupeni A: nejkrat$i doby Zzivota t1, ktera je spojena
s rychlou deprotonaci. Se snizujicim se zastoupenim ethanolu kles4 i primérna doba zivota

NpOH.

Tab. 2 Doba zivota ti a relativni procentudlni zastoupeni Ai, NpOH a NpO ™~ a-naftolu v riznych
rozpoustédlech.

EtoO H 1 t; t3 weor tpromer | U1 t, t3 — t pramer
(%) (ns) | (ns) | (ns) As Ax As (ns) | (ns) | (ns) | (ns) e As (ns)
100 - 11,69 3,22 - 1,39 |98,61| 3,20 - 13,72 8,74 | - |59,70(40,30| 5,74
90 - 11,13]1,93 - 91,48 18,52 1,39 - 1212970 | - |20,85(79,15| 8,12
80 - 10,8412,39 - 94,39| 5,61 | 0,93 - 12,04)10,36| - |13,38(86,62| 9,25
70 - 10,64 13,16 - 96,71| 3,29 | 0,72 - 11,76 110,59| - | 8,32 {91,68| 9,86
60 - 10,554,002 - 97,47| 2,53 | 0,64 - 11,83)10,69| - | 7,22 {92,78| 10,05
50 - 10,4713,73 - 97,29| 2,71 | 0,56 - 11,60|10,54| - 5,57 194,43 | 10,04
40 0,28| 0,7 |7,59|78,39|10,51| 2,1 0,45 |0,09]|2,99|10,12|2,40| 3,07 |94,53| 9,66
20 0,13|/0,66| 7,3 {92,78| 3,95 | 3,27 | 0,39 |0,06|3,24| 897 [1,96| 1,10 |96,95| 8,73
10 0,06|0,64|7,19|95,02| 2,44 | 2,54 | 0,26 |0,08|4,16 | 855 (1,68| 0,76 |97,56| 8,37

0 0,05(/0,83|8,09|98,42| 2,48 | 1,10 | 0,16 |0,08|6,77 - 5,25|94,75 - 6,41

DMSO - 11,87]3,71 - 0,30 | 99,7 | 3,70 |0,23|3,69(11,08(1,38|94,15| 4,48 | 3,97

Chloroform |0,20| 1,04 | 4,38 |90,39| 5,9 | 3,70 | 0,40 - - - - - - -
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5.1.1 Studium systému hyaluronan — CTAB

Byla zaznamenavana emisni spektra a doba zivota fluorescencni sondy a-naftolu v systému
hyaluronan — CTAB. Koncentrace hyaluronanu byla konstantni 7 mg-dm™= ve tfech
molekulovych hmotnostech, ato 300 kDa, 1 MDaa 1,75 MDa. Koncentrace CTAB se postupné
zvys$ovala, a to od 1:10° az po 2:1072 mol-dm™3. Kritickd micelarni koncentrace CTAB
se pohybuje v rozmezi od 0,92-102 do 1,0-10"° mol-dm 3 [45].

Dale byl studovan vliv zmény koncentrace 1,75 MDa hyaluronanu na deprotonacni
charakteristiky a-naftolu v roztocich micelarniho koloidu o koncentraci CTAB 3-1073, 5-1073,
7-10%, 1-1072 a 2-1072 mol-dm 3. Koncentrace hyaluronanu se pro kazdou sadu CTAB
pohybovala od 0 do 15 mg-dm3,

5.1.1.1 Ustdlend fluorescence

Graf nize (viz Obr. 26) zobrazuje zavislost intenzity fluorescence (NpO~) a-naftolu na
rostouci koncentraci tenzidu v systému hyaluronan — CTAB. Intenzita deprotonované
aniontové formy molekuly a-naftolu se az do koncentrace 1-107° mol-dm tenzidu neménila.
Jak bylo uvedeno vyse, tato hodnota koncentrace je i1 kritickou micelarni koncentraci CTAB.
Fluorescen¢ni sonda se solubilizuje do Sternovy vrstvy vznikajiciho komplexu hyaluronan —
CTAB. V tomto komplexu je fluorofor ovlivnén vyss$i hydrataci micelarniho komplexu,
coz se projevuje velkym ndrGstem aniontové formy molekuly pro vSechny tfi molekulové
hmotnosti hyaluronanu. Solubilizaci sondy do komplexu indikuje i posuv pozice emisniho
maxima (viz Tab. 3), kdy oproti méteni a-naftolu v ¢isté vodé vykazuji roztoky po dosazeni
kritické micelarni koncentrace hypsochromni posuv 0 12 nm v priméru pro vSechny tii
molekulové hmotnosti hyaluronanu.

U vzorki obsahujicich hyaluronan o molekulové hmotnosti 1 MDa dochézelo jak k menSimu
nardstu intenzity NpO™ (viz Obr. 26), tak i kK men$imu posuvu pozice emisniho maxima pro
nejvétsi koncentraci CTAB (viz Tab. 3) oproti 1,75MDa a 300kDa hyaluronanu. U této
molekulové hmotnosti hyaluronanu je fluorofor pravdépodobné hydratovan v mensi mife
a nedochazi k tak vyraznému zaclenovani do komplexu hyaluronan — CTAB jak je tomu
Vv ptipad¢ ostatnich dvou molekulovych hmotnosti.

V tabulce (viz Tab. 3) jsou také uvedeny disociaéni konstanty pKa . V roztoku neobsahujici
piidany tenzid vykazuje a-naftol vyrazné kyselé vlastnosti, a to 1 proti prostredi Cisté¢ vody,
kdy je hodnota pKa  téméf dvojnasobna. S rostouci koncentraci CTAB pak dochézi
ke snizovani kyselosti fluoroforu, kdy hodnota pKa" je oproti pKa" v &isté vodé az &tyfnasobna,
nezéavisle na molekulové hmotnosti hyaluronanu. V porovnani se syst¢ému PSS — CTAB
(viz kapitola 5.1.3.1 Tab. 9) dosahovaly pKa celkové vyssich hodnot. Pro nejvyssi koncentraci
CTAB ¢&inila hodnota pKa~ 2,09. Podobnych hodnot pKa', jako Vv ptipadé PSS, dosahovaly
vzorky ethanolu (viz kapitola 5.1 Tab. 1). Pro 80% ethanol ¢inila hodnota pKa™ 2,66. D4 se tedy
prepokladat, 7e vlivem hydrataéniho obalu hyaluronanu dochazi k mirnému narstu pKa
fluoroforu uvnitf Sternovy vrstvy komplexu hyaluronan — CTAB.
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Obr. 26 Zavislost intenzity NpO~ oa-naftolu v komplexu hyaluronan — CTAB na logaritmu
koncentrace CTAB. Intenzita aniontové formy pro 1,75MDa  hyaluronan (%),
pro 1MDa hyaluronan ( A ) a pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa (e).

Tab. 3 Pozice emisnich maxim aniontové formy a-naftolu v systému hyaluronan — CTAB
a disociacni konstanty v excitovaném stavu, pKa .

Cens Hya ) Hya ) Hya )
(mol-dm-) 1,75MDa| pK, 1 MDa pKa 300 kDa pKa
Aem (nm) Aem (nm) Aem (nm)

0 471 0,18 472 0,13 470 0,22
1-10°° 471 0,27 471 0,27 470 0,22
9-10™* 465 0,56 459 0,85 460 0,71
2:10°3 453 1,15 457 0,95 458 0,90
2:1072 457 1,78 447 1,46 459 1,59
Voda 468 0,41

Vyraznd zména intenzity NpOH probihala az po dosazeni kritické micelarni koncentrace
CTAB (viz Obr. 27). Od této hodnoty koncentrace miizeme pozorovat vyrazny nartstajici trend
intenzity NpOH. Nejvétsi narist miizeme pozorovat pro hyaluronan 0 molekulové hmotnosti
300 kDa. Dale pak mensi, i kdyz znatelny nartst pro 1,75SMDa hyaluronan a nejmensi nartst
intenzity NpOH vykazoval hyaluronan o molekulové hmotnosti 1 MDa. Tento trend
koresponduje se zaclenovanim a-naftolu do Sternovy vrstvy. Pokud by dochazelo pouze
k zaclenéni fluoroforu do hydrofilnich domén vznikajiciho komplexu hyaluronanu a CTAB,
fluorofor by byl ve velké mite deprotonovan. Nedochazelo by tedy k emisi neutrdlni formy
nebo by byla jeji intenzita velmi nizkd. Da se predpokladat solubilizace fluoroforu
do mezifazového rozhrani polymer/tenzid, kde vlivem hydratacniho obalu hyaluronanu dochazi
k vétsi mite deprotonace fluoroforu, coz se projevuje ristem intenzity NpO™. Intenzita NpO™ je
v takovém komplexu vétsi, nez v Cisté vode. Dochazi také k zatlatovani casti fluoroforu
do hydrofobni ¢asti micel CTAB, z ¢ehoZ plyne 1 narust intenzity NpOH.
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Obr. 27 Zavislost intenzity NpOH a-naftolu v komplexu hyaluronan — CTAB na logaritmu
koncentrace CTAB. Intenzita neutralni formy pro 1,75MDa hyaluronan (¢),
pro 1MDa hyaluronan (A) a pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa (e). Viozeny
graf zobrazuje vysec koncentract od 3-107° do 1-10~* mol-dm™3.

Vlozeny graf (viz Obr. 27) zobrazuje maly nartst intenzity NpOH jesté pted dosazenim
kritické micelarni koncentrace, smaximem u koncentrace 8:-10°>mol-dm™= CTAB.
Poté dochazi srostouci koncentraci k mirnému poklesu K hodnoté 1-107% mol-dm™.
Pro koncentraci CTAB mensi a vétsi nez 1-10* mol-dm ™ dochézi k ristu intenzity NpOH,
muzeme tedy tuto koncentraci CTAB povazovat za kritickou agregacni koncentraci ve vztahu
s hyaluronanem o koncentraci 7 mg-dm 3.

Emisni spektra jednotlivych molekulovych hmotnosti hyaluronanu jsou pro piehlednost
uvedena Vv ptiloze: 1,75MDa hyaluronan viz ptiloha Obr. 48, 1IMDa hyaluronan viz ptiloha
Obr. 49 a 300kDa hyaluronan viz piiloha Obr. 50.

Zména koncentrace 1,75 MDa hyaluronanu v micelarnim syst¢ému CTAB neméla velky vliv
na zménu emisnich charakteristik a-naftolu. Pro ptehlednost zobrazuji grafy pouze minimalni
a maximalni pouzitou koncentraci CTAB a to 3-102a 2:102 mol-dm™® (viz Obr. 28).
Z grafu vyplyva pouze maly pokles intenzity NpO™, a to az v pfipad¢ dosazeni maximalni
koncentrace hyaluronanu 15 mg-dm~3 jak pro CTAB o koncentraci 3-10° mol-dm3, tak i pro
2-1072 mol-dm 3. Tento pokles miize byt zplisoben rostouci viskozitou roztoku. Celkové se

intenzita NpO™ neménila ani pro ostatni koncentrace CTAB, jejiz grafy jsou uvedeny v piiloze
(viz ptiloha Obr. 51).
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Obr. 28 Zavislost intenzity NpO~ na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro CTAB
o koncentraci 3-1072 mol-dm™3 (3 mM) a 2:10~2 mol-dm3 (20 mM).

Vyrazné se neménila ani intenzita NpOH. V zavislosti na rostouci koncentraci hyaluronanu
se neménila lokalizace fluoroforu ani nedochézelo k jeho vétsi solubilizaci do hydrofobnich
domén komplexu hyaluronan — CTAB. Stejn€ jako v pfipadé intenzit aniontové formy,
i pro neutralni formu jsou v grafu uvedeny pouze koncentrace 3-102a2-1072 mol-dm > CTAB
(viz Obr. 29). Pro ostatni koncentrace CTAB, které vykazuji stejny trend, jsou grafy uvedeny
v piiloze (viz ptiloha Obr. 52).
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Obr. 29 Zavislost intenzity NpOH na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro CTAB
o koncentraci 3:1072 mol-dm 3 (3 mM) a 2-10~2 mol-dm ™3 (20 mM).
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5.1.1.2 Casové rozlisend fluorescence

Byla méfena Casove rozliSena fluorescence neutralni a aniontové formy molekuly a-naftolu
Vv systému hyaluronan — CTAB. Vysledné vyhasinaci kiivky byly vyhodnoceny prolozenim
tii-exponencialni funkci (viz kapitola 4.3.1). Z takto ziskanych dob Zivota jednotlivych forem
neutralni formy fluoroforu byla vypoctena deprotonacni konstanta kpt (Viz kapitola 4.3.3).
Jak muazeme vidét ztabulky (viz Tab. 4), srostouci koncentraci tenzidu CTAB dochazi
K mirnému nartstu pramérné doby Zivota aniontové formy NpO™, a to jesté pied dosazenim
kritické micelarni koncentrace. Primérnd doba Zivota NpO™ pii dosazeni kritické micelarni
koncentrace je dvojnasobna oproti vzorkim s nizkou koncentraci CTAB, tj. 1,9-1078 5. S dalsim
nartstem koncentrace CTAB stoupa hodnota primérné doby zivota NpO~ k hodnoté okolo
2-1078 s. K néristu primérné doby zivota NpO~ oviem dochazi i v samotnych micelach CTAB,
aniontova forma fluoroforu NpO™ neni hyaluronanem pf#ili§ ovlivnéna [63].

U neutralni formy fluoroforu NpOH, respektive u deprotonacni konstanty Kpt, je jiz patrny
vliv hyaluronanu. Deprotonac¢ni konstanta vykazuje vyraznou zménu az pii dosazeni kritické
micelarni koncentrace. Je tfeba fici, ze tento skokovy pokles deprotonacni konstanty Kpt,
a s tim spojené zpomaleni pfenosu protonu, se u jednotlivych molekulovych hmotnosti
hyaluronanu li§i. Pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 1,75 MDa dochdzi k vyrazné zméné
kot pii dosazeni koncentrace 2,0-10°mol-dm™3. P¥ této koncentraci ¢ini hodnota Kpt
4,19-107° s7* oproti hodnoté 16,61-107° s pro pocatecni koncentraci CTAB. Pro koncentraci
CTAB 2,010 mol-dm™ ¢&ini hodnota deprotonaéni konstanty 3,98-107° s™X. U hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 1 MDa je vyrazny pokles Kyt posunut ke koncentraci
7,0-10* mol-dm™. Pro tuto koncentraci dosahuje kp: hodnoty 9,77-10°s™ a po dosaZeni
kritické micelarni koncentrace dochazi k dal§imu poklesu, a to na hodnotu 2,04-10°s™™,
S rostouci koncentraci CTAB se deprotonacni konstanta v systému 1 MDa hyaluronanu
a CTAB vyrazné neméni. Pro 300kDa hyaluronan je poklesu kpt docileno jiz pii koncentraci
8,0:107° mol-dm3, kdy hodnota této deprotonaéni konstanty ¢&ini 7,90-107° s a po dosazeni
kritické micelarni koncentrace klesa na hodnotu 5,25-10° s,

U vzorkii s nejvyssi koncentraci CTAB, tedy 2,0-1072 mol-dm™3, je patrny vyrazny vliv
hydrata¢niho obalu hyaluronanu. Zatimco pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 1,75 MDa
a 300 kDa dosahuje hodnota kgt 3,98-10° st a2 4,16-107° s7%, u systému s hyaluronanem 1MDa
¢ini kpt pouze 1,82:10°s™L. V porovnani se systémem PSS — CTAB, kde hodnoty Kyt &ini
2,20-107° s7* pro 70kDa PSS a 1,70-10°° s pro 1MDa PSS (viz kapitola 5.1.3), jsou hodnoty
Kot u hyaluronanu téméf dvakrat vysSi. Stejné hodnoty Koyt jako v systému PSS — CTAB
se vyskytuji i v ptipad¢ roztoku 80% methanolu, kde hydratace fluoroforu neni pfedpokladana
[63]. Da se tedy piedpokladat vliv hyaluronanu na hydrataci fluoroforu ve Sternové vrstvé
komplexu hyaluronan — CTAB. Je tfeba Fici, Ze u hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1 MDa
se hodnoty kpt pfilis nelisi od kpt v systému PSS — CTAB. Nizka mira hydratac¢nich vlastnosti
této molekulové hmotnosti se projevila i v méteni ustalené fluorescence (viz kapitola 5.1.1.1),
kde se intenzita NpO™ vyrazné lisila oproti ostatnim molekulovym hmotnostem hyaluronanu,
tedy 1,75 MDa a 300 kDa.
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Tab. 4 Primérné doby zivota a-naftolu a deprotonacni konstanty kpt V sytému hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 1,75 MDa, 1 MDa a 300 kDa v CTAB.

Hya 1,75 MDa Hya 1 MDa Hya 300 kDa
Ccras NpOH NpO~ NpOH NpO~ NpOH NpO-
(M) t pramer kpt'l('.)_9 t pramer t pramer kpt'].()_9 t pramer t promer k,,t-10‘9 t pramer
(ns) (s) (ns) (ns) (s™) (ns) (ns) (s™) (ns)
0 0,71 16,54 7,99 0,55 15,10 7,97 0,07 32,99 9,96
1-10°® 0,55 16,61 7,99 0,34 17,31 7,95 0,38 16,28 8,02
3-10 ¢ 0,04 52,57 7,99 1,04 23,92 7,95 0,56 8,83 8,02
5.10 ¢ 0,04 52,58 8,00 1,45 17,47 7,94 0,33 19,45 8,02
7-10°© 0,05 27,00 7,98 0,98 30,65 7,97 0,22 24,48 8,12
9:10 © 0,06 27,00 8,39 0,35 24,44 7,99 0,41 16,07 8,12
2:10° 0,06 26,96 8,68 0,87 15,78 8,17 0,36 13,78 8,54
5-10 ° 0,58 7,24 9,77 0,71 11,56 9,33 0,34 11,85 9,14
810° 0,03 39,99 9,42 0,44 18,64 9,45 0,29 7,90 9,07
1-10° 0,02 41,66 9,61 0,45 19,35 9,55 0,29 8,58 9,32
3-10° 0,02 41,66 8,35 0,44 25,24 8,47 0,46 6,69 8,32
5.10 ¢ 0,02 41,66 10,04 0,19 25,26 9,32 0,26 8,64 9,81
7:10 * 0,03 39,98 10,09 0,59 9,77 9,73 0,20 9,54 10,48
9-10 * 0,03 39,96 10,10 0,59 6,67 12,48 0,21 4,98 10,72
2:103 0,59 4,19 19,19 0,85 2,04 19,19 0,48 5,25 18,95
5.10°3 0,76 2,28 20,22 0,89 2,06 20,25 0,44 7,32 19,51
8103 0,28 3,67 20,31 0,87 1,90 20,32 0,25 5,28 20,12
1-102 0,65 4,44 20,36 0,88 2,10 20,36 0,57 4,54 20,25
2:10 2 0,25 3,98 20,48 0,89 1,82 20,47 0,58 4,16 20,75

Sledovani vlivu hyaluronanu na deprotona¢ni charakteristiky a-naftolu v micelarnim
systému 3-107° mol-dm>a 2-:10 2 mol-dm 3 CTAB nevykazovaly velké zmény pro jednotlivé
koncentrace hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1,75 MDa. Jak mizeme vidét v tabulce
(viz Tab. 5) primérna doba Zivota neutralni formy NpOH zlstava neménna pro jednotlivé
koncentrace hyaluronanu. Pro systém 3-10~2 mol-dm 3 CTAB &ini priimérn4 doba Zivota NpOH
0,8 ns, oviem pro systém 2-1072 mol-dm™3 CTAB se tato hodnota pohybuje okolo 1,4 ns.
Tento rozdil pro jednotlivé koncentrace CTAB koresponduje i Srozdilem deprotonacnich
konstant Ky, kdy vlivem velké koncentrace tenzidu dochazi ke zpomaleni pienosu protond,
a tim i nartistu primérné doby Zivota NpOH. Déle je u 3-10~2 mol-dm 3 CTAB relativné mensi
doba zivota NpO~ oproti koncentraci 2-1072 mol-dm 3. S tim, jak se fluorofor solubilizuje
do Sternovy vrstvy komplexu hyaluronan — CTAB, dochazi pii vysoké koncentraci CTAB
k vétsi mife solubilizace fluoroforu, coz se projevuje i na mirném snizovani deprotonacni
konstanty Kpt.
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Tab. 5 Primeérné doby Zivota a-naftolu a deprotonacni konstanty kpt vV Systému hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 1,75 MDa s CTAB o koncentraci 3-107° mol-dm™2 (3 mM)
a 2102 mol-dm2 (20 mM).

3 mM CTAB 20 mM CTAB

CHyaluronan NpOH NpO~ NpOH NpO~
(g:dm™) | ¢ primer | Kprr107° t pramer t primer | Korr107° t pramér

(ns) (s) (ns) (ns) (s™) (ns)

0 0,84 2,08 19,23 1,42 1,67 19,24
5,0:10° | 0,88 2,04 19,05 1,43 1,67 19,32
1,0.10% | 0,82 2,08 18,96 1,34 1,72 26,76
1,5:10% | 0,79 2,27 18,77 1,25 1,76 28,36
50-:10% | 0,84 2,04 18,94 1,37 1,73 21,02
1,0-103 | 0,81 2,12 18,88 1,37 1,63 25,45
50102 | 0,83 2,08 18,92 1,30 1,78 24,32
1,5-102 | 0,86 2,04 19,18 1,29 1,96 20,84

5.1.2 Studium systému hyaluronan — Septonex

Dale byla méfena emisni spektra a doba zivota fluorescenéni sondy a-naftolu v systému
hyaluronan — Septonex. Koncentrace hyaluronanu byla konstantni, a to 7 mg-dm~ ve tiech
molekulovych hmotnostech 300 kDa, 1 MDa a 1,75 MDa. Koncentrace Septonexu se postupné
zvySovala, a to od 1-107°® az do 2:1072 mol-dm 3. Kriticka micelarni koncentrace Septonexu
¢ini az 3,6-107° mol-dm 3 [45].

Dale byl studovan vliv zmény koncentrace 1,75MDa hyaluronanu na deprotonacni
charakteristiky a-naftolu v roztocich micelarniho koloidu Septonexu o koncentraci
3-103,5:103,7-103,1-10 2a 2-10 2 mol-dm . Koncentrace hyaluronanu se pro kazdou sadu
Septonexu pohybovala od 0 do 15 mg-dm™.

5.1.2.1 Ustdlena fluorescence

Graf uvedeny nize (viz Obr. 30) zobrazuje zavislost intenzity fluorescence a-naftolu na
rostouci koncentraci tenzidu v systému hyaluronan — Septonex. Intenzita NpO™ zGstava pred
dosazenim kritické micelarni koncentrace v podstaté neménna. Jak jiz bylo uvedeno vyse,
kriticka micelarni koncentrace Septonexu ¢ini 3,6- 1072 mol-dm3, od této koncentrace miizeme
pozorovat pokles intenzity NpO™. Tento pokles je pozorovan u vSech tfech molekulovych
hmotnosti hyaluronanu. Fluorofor se v tomto ptipadé¢ solubilizuje do hydrofobnich struktur
vznikajicich micel Septonexu, kde dochazi ke zpomaleni a zastaveni pfenosu protond, protoze
zde chybi vhodny protonovy akceptor. Tim padem nedochédzi ke vzniku deprotonované
aniontové formy molekuly a-naftolu. Solubilizaci do hydrofobnich domén indikuje i zména
pozice emisniho maxima (NpO~), kdy dochazi k hypsochromnimu posuvu vinové délky
maxima prumérné o 22 nm oproti Cisté¢ vodé (viz Tab. 6).

V tabulce (viz Tab. 6) jsou také uvedeny disocia¢ni konstanty pKa . Az do dosazeni kritické
micelarni koncentrace nevykazuji disociani konstanty pfiliSnou zménu. Pfi koncentraci
Septonexu 21073 mol-dm ™3 dochazi zhruba k dvojnasobnému nartistu hodnoty pKa oproti
vzorkum bez pfidaného tenzidu. Pro maximalni koncentraci Septonexu dochazelo k vyraznému
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snizeni kyselosti fluoroforu. Hodnota pKa" pii koncentraci 21072 mol-dm™> Septonexu je
az Sestinasobna oproti vzorkiim bez ptfidaného tenzidu. Ve srovnavacim systému PSS —
Septonex (viz kapitola 5.1.4 Tab. 11) dosahovaly pKa™ podobnych hodnot jako Vv systému
hyaluronan — Septonex. Pro nejvyssi koncentraci Septonexu ¢inila hodnota pKa~ V systému PSS
— Septonex pramérné 2,35. Ovsem pied dosazenim kritické micelarni koncentrace byly hodnoty
pKa™ témét dvakrat vétsi v porovnani s hodnotami pKa" u systému hyaluronan — Septonex.
Tento rozdil mize znacit vliv hydratanich vlastnosti hyaluronanu na fluorofor. OvSem
s rostouci koncentraci Septonexu dochazelo k solubilizaci fluoroforu do hydrofobnich ¢asti
micel, kde jiz nebyly hydrata¢ni vlastnosti hyaluronanu piili§ patrné.

Z Grafu (viz Obr. 30) je také patrny rozdil emisnich charakteristik pro jednotlivé molekulové
hmotnosti hyaluronanu. Nejvétsi intenzitu NpO~ vykazoval hyaluronan o molekulové
hmotnosti 300 kDa. Pro nizké koncentrace Septonexu byl i velky rozdil mezi intenzitou NpO™
u 1IMDa a 1,75MDa hyaluronanu. OvSem s rostouci koncentraci Septonexu dochazelo
Kk mirnému nartstu intenzity NpO~ u 1MDa hyaluronanu. Tésné pied dosazenim kritické
micelarni koncentrace byla intenzita NpO~ 1MDa hyaluronanu srovnatelna s intenzitou vzorkt
o molekulové hmotnosti 1,75 MDa. Rozdilné chovani sondy vlivem zmény molekulové
hmotnosti hyaluronanu znac¢i moznou odlis$nost vznikajiciho komplexu hyaluronan — Septonex
pro jednotlivé molekulové hmotnosti.
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Obr. 30 Zavislost intenzity NpO~ a-naftolu v komplexu hyaluronan — Septonex na logaritmu

koncentrace Septonexu. Intenzita neutrdlni formy pro 1,75MDa hyaluronan (%),
pro 1MDa hyaluronan (A ) a pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa (#).
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Tab. 6 Pozice emisnich maxim aniontové formy a-naftolu v systému hyaluronan — Septonex

. . v 14 . r *
a disociacni konstanty v excitovaném stavu, pKa .

Hya Hya Hya
(;S:::::_Xs) 1,75MDa | pK," 1MDa | pK.,” | 300kDa | pK.’
Aem (Nnm) Aem (NM) Aem (Nm)

0 470 0,32 469 0,36 470 0,32
1-10° 470 0,32 466 0,51 470 0,32
9-10* 470 0,32 468 0,41 471 0,27
2:10°3 458 1,00 462 0,80 466 0,60
2:10? 451 1,99 442 2,46 445 2,30
Voda 468 0,41

Stejné jako v pfipadé zmény intenzity NpO™ 1 zména intenzity NpOH a-naftolu probihala
az po dosazeni kritické micelarni koncentrace Septonexu (viz Obr. 31). Solubilizaci a-naftolu
do hydrofobnich ¢asti micel Septonexu naznacuje i1 trend nardstu intenzity NpOH.
V hydrofobnim prostfedi nedochazi k jiz zminéné deprotonaci a sonda emituje pouze jako
neutralni molekula. I zde je patrny vliv molekulové hmotnosti na vyslednou intenzitu emisniho
zateni. Nejveétsi intenzitu vykazoval fluorofor v ptipadé hyaluronanu o molekulové hmotnosti
300 kDa. Nejmensi intenzitu a i maly trend rustu intenzity NpOH vykazovaly vzorky obsahujici
1MDa hyaluronan.
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Obr. 31 Zavislost intenzity NpOH o-naftolu v komplexu hyaluronan — Septonex na logaritmu
koncentrace Septonexu. Intenzita neutrdalni formy pro 1,75MDa hyaluronan (%),
pro 1MDa hyaluronan (A) a pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa ().
Viozeny graf zobrazuje vysec koncentraci od 2-107° az 2-10™* mol-dm™2.

Ve vlozeném grafu (viz Obr. 31) je uvedena vyse¢ koncentraci Septonexu v rozmezi
2:107° az 2-10* mol-dm3, kde je patrny mirny nartst intenzity NpOH jesté pied dosazenim
kritické micelarni koncentrace. Pro koncentrace Septonexu mensi a vétsi, nez je koncentrace
1-10~* mol-dm 2 pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDaa 1 MDa a 8-10~° mol-dm™
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pro 1,75MDa hyaluronan, roste intenzita NpOH. Tyto koncentrace Septonexu muzeme tedy
povazovat za kritické agregaéni koncentrace ve vztahu s hyaluronanem o koncentraci 7 mg-172.

Emisni spektra jednotlivych molekulovych hmotnosti hyaluronanu jsou pro ptehlednost
uvedena v priloze: 1,75MDa hyaluronan viz ptiloha Obr. 53, 1MDa hyaluronan viz piiloha
Obr. 54 a 300kDa hyaluronan viz ptiloha Obr. 55.

Ptidavek 1,75MDa hyaluronanu do micelarniho systému Septonexu nemél velky vliv na
zménu emisnich charakteristik a-naftolu. Pro ptehlednost zobrazuji grafy pouze minimalni
a maximalni pouzitou koncentraci Septonexu, a to 3-107°a 2-102 mol-dm™ (viz Obr. 32).
Je zde ovsem velky vliv celkové koncentrace tenzidu. Jak miizeme pozorovat z grafu nize,
celkova intenzita NpO~ se pro vzorky koncentrace Septonexu 3-10° mol-dm 3 vyrazné lisi
od koncentrace 2:-102 mol-dm3. Vzhledem ktomu, Ze se fluorofor solubilizuje do
hydrofobniho stfedu vzniklych micel, vyS$i koncentrace tenzidu piredstavuje vyssi
pravdépodobnost, ze fluorofor nebude mit ve své blizkosti vhodny akceptor protonu.
S rostouci koncentraci pak klesa intenzita deprotonovaného fluoroforu.

Pro piehlednost jsou grafy zbyvajicich koncentraci uvedeny v piiloze (viz ptiloha Obr. 56).
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Obr. 32 Zavislost intenzity NpO~ na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro Septonex
o koncentraci 3:10°2 mol-dm™2 (3 mM) a 2-10~? mol-dm™2 (20 mM).

Intenzita NpOH se s rostouci koncentraci hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1,75 MDa
neménila (viz Obr. 33). I zde mlizeme pozorovat znatelny rozdil mezi vzorky o celkové
koncentraci Septonexu, kdy s rostouci koncentraci tenzidu se zvySuje i mnozstvi sondy
solublizujici se do hydrofobni ¢asti vzniklych micel. Tim nedochéazi k emitaci aniontové formy
NpO~, ale zvysuje se intenzita neutralni formy fluoroforu NpOH.

Stejné jako v ptipad¢ intenzit aniontové formy i pro neutralni formu jsou v grafu uvedeny
pouze koncentrace 3-1073a 2:1072 mol-dm 2 Septonexu. Pro ostatni koncentrace Septonexu,
které vykazuji stejny trend, jsou grafy uvedeny v ptiloze (viz pfiloha Obr. 57).
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Obr. 33 Zavislost intenzity NpOH na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro Septonex
o koncentraci 3:1072 mol-dm™3 (3 mM) a 2:10~2 mol-dm3 (20 mM).

5.1.2.2 Casové rozliSend fluorescence

Byla méfena Casové rozliSena fluorescence neutralni a aniontové formy molekuly a-naftolu
Vv systému hyaluronan — Septonex. Vysledné vyhasinaci kfivky byly vyhodnoceny prolozenim
tii-exponencialni funkci (viz kapitola 4.3.1). Z takto ziskanych dob Zivota jednotlivych forem
neutralni formy fluoroforu byla vypoctena deprotonaéni konstanta kp (viz kapitola 4.3.3).
Z tabulky uvedené nize (viz Tab. 7) plyne mirny nartst primérné doby zivota neutralni formy
NpOH az do maximalni koncentrace Septonexu (2-102 mol-dm®), se skokovym nértistem pfi
koncentracich okolo kritické micelarni koncentrace. Pro nejvyssi koncentraci Septonexu
je primérné doba Zivota NpOH témét dvojnasobna oproti vzorkiim o koncentraci pied CAC,
a to u vsech tff molekulovych hmotnosti hyaluronanu. Da se ovSem ptepokladat, ze vlivem
solubilizace fluoroforu do hydrofobnich ¢asti micel nemd hyaluronan, respektive jeho
hydrata¢ni obal, velky vliv na hydrataci fluoroforu po dosazeni kritické micelarni koncentrace.
Mizeme tak usuzovat i z hodnot deprotona¢nich konstant kg, které¢ dosahovaly pied dosazenim
kritick¢é micelarni koncentrace relativné vysokych hodnot. Pfi vySS§i koncentraci,
nez je micelarni, dochazelo ke zpomaleni pfenosu protont vlivem vznikajicich struktur tenzidu,
coz se projevilo i sniZenim deprotonacni konstanty. Pro nejvyssi koncentraci Septonexu ¢ini
hodnota kpt 1,54:107°, 1,73:10° a 3,58:10° s! pro hyaluronan o molekulové hmotnosti
1,75MDa, 1 MDa a 300 kDa. V porovnani se syst¢émem PSS — Septonex, kde hodnoty kpt ¢ini
1,34:10° s pro 70kDa PSS a 1,67-10° s pro 1MDa PSS (viz kapitola 5.1.4), jsou hodnoty
Kot u hyaluronanu téméf totozné. Stejné hodnoty Kpt jako v systému PSS — Septonex se vyskytuji
I v piipadé roztoku 80% methanolu, kde neni hydratace piepokladana [63]. Je tieba fici,
ze u hyaluronanu o molekulové hmotnosti 300 kDa jsou hodnoty kpt pro nizké koncentrace
Septonexu nékolikrat mensi vuci ostatnim dvéma molekulovym hmotnostem. Poklesu Kpt
na hodnoty odpovidajici micelarnimu komplexu je dosaZeno az pfi koncentracich Septonexu
za kritickou micelarni koncentraci, s mirnym poklesem pii kritické agregacni koncentraci.
Pro nejvyssi koncentraci Septonexu je hodnota Kyt asi dvakrat vétsi v porovnani s ostatnimi
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molekulovymi hmotnostmi. VIiv rozdilné molekulové hmotnosti je patrny 1 v emisnich
spektrech, kde jak neutralni, tak aniontova forma fluoroforu ve vzorcich hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 300 kDa vykazovala vyssi intenzity emisniho zafeni.

Primérnad doba Zivota NpO™ po dosazeni kritické micelarni koncentrace klesd az Ctyrikrat
oproti koncentraci pted kritickou micelarni. Tento pokles je pfisuzovan solubilizaci
do hydrofobnich ¢4sti micel Septonexu a s tim spojené mensi miry deprotonace fluoroforu.

Tab. 7 Primeérné doby Zivota a-naftolu a deprotonacni konstanty kpt V SyStému hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 1,75 MDa, 1 MDa a 300 kDa v Septonexu.

Hya 1,75 MDa Hya 1 MDa Hya 300 kDa
Cseptonex NpOH NpO~ NpOH NpO~ NpOH NpO~
(mol-dm=3) | ¢ e | ko107 toramer | toromer | K107 toramer | toromer | Kprr107° t pramer

(ns) (s) (ns) (ns) (s™) (ns) (ns) (s™) (ns)

0 1,04 22,77 7,96 0,52 28,62 8,01 0,36 8,72 7,77
1-10°°® 0,82 8,27 0,54 0,59 22,12 8,06 0,63 4,70 7,98
3-10 ¢ 0,80 26,86 7,96 1,07 14,35 7,92 0,40 8,63 7,96
5-10 © 0,91 21,33 7,91 0,51 21,21 7,98 0,41 9,83 7,94
7-10 ¢ 0,45 14,63 8,02 0,46 23,72 7,94 0,28 12,34 7,93
9-10 © 0,94 22,64 7,96 0,65 17,88 7,95 0,22 14,03 7,99
2:10°° 1,21 13,92 7,91 1,06 10,95 7,88 0,21 16,40 7,91
5-10°° 1,13 13,35 7,85 0,64 11,50 7,90 0,27 12,03 7,84
810 ° 0,67 20,28 7,79 0,47 21,32 0,49 0,09 48,38 7,83
1-104 0,98 13,76 7,86 0,30 13,93 9,72 0,19 12,27 7,95

3104 0,61 18,04 7,83 0,37 13,86 9,95 0,12 11,01 7,8
5-10 4 1,04 11,91 8,26 1,17 6,96 7,90 0,32 6,28 7,71
7-10* 2,29 5,51 7,74 2,36 9,17 7,70 0,05 24,86 7,71
9-10 4 1,08 7,65 7,62 1,64 2,75 7,40 0,19 13,55 7,64
2:10°3 2,97 1,23 5,06 1,49 1,79 5,38 0,39 10,28 6,52
5-103 1,18 2,23 3,82 0,99 1,95 2,72 1,05 2,86 3,23
8103 1,25 1,80 3,00 1,03 1,93 2,22 1,07 2,01 2,52
1-10°?2 1,37 1,79 2,60 1,01 1,98 1,98 1,08 2,20 2,28
2:102 2,01 1,54 2,14 1,20 1,73 1,34 1,08 3,58 1,85

Sledovani vlivu hyaluronanu na deprotonac¢ni charakteristiky a-naftolu v micelarnim
systému 3-10° mol-dm™= a 2:102 mol-dm™ Septonexu nevykazovaly velké zmény
pro jednotlivé koncentrace hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1,75 MDa (viz Tab. 8).
U koncentrace Septonexu 3-1073 mol-dm ™ miizeme ov§em pozorovat mirny pokles primérné
doby zivota NpOH z pocatecnich 3,70 ns na hodnotu 2,14 ns a s tim spojeny mirny nartst
hodnoty deprotonac¢ni konstanty Kyt Srostouci koncentraci hyaluronanu. U Septonexu
o koncentraci 2-1072 mol-dm™ nepozorujeme zadny vliv rostouci koncentrace hyaluronanu.
Je tfeba uvést, ze je zde patrny vyrazny rozdil v deprotonac¢nich charakteristikach fluoroforu
pro jednotlivé koncentrace Septonexu. U 3-10°mol-dm™ Septonexu je hodnota

deprotonacnich konstant Kyt témét pétkrat mensi nez v pripadé koncentrace Septonexu
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2-1072 mol-dm 3. TaktéZ primérna doba aniontové formy NpO™ je v p¥ipadé 3-10° mol-dm 3
koncentrace Septonexu dvojnasobné oproti vzorkiim obsahujicim 2:1072 mol-dm 3 Septonex.

Tab. 8 Primeérné doby Zivota a-naftolu a deprotonacni konstanty kpt V Systému hyaluronanu
o molekulové hmotnosti 1,75 MDa a Septonexu o koncentraci 3-70°3 mol-dm™> (3 mM)
a 2102 mol-dm™2 (20 mM).

3 mM Septonex 20 mM Septonex
Chyaluronan NpOH NpO~ NpOH NpO~
(g:dm™3) | ¢ primér kpt-107° t pramer | T pramer kpt-107° t promer
(ns) (s) (ns) (ns) (s) (ns)
0 3,70 0,25 4,56 2,67 1,34 2,07
5,010 °| 3,11 0,26 4,26 1,65 1,01 1,99
1,010 * | 2,76 0,28 4,15 2,12 1,54 1,91
1,510 * | 2,65 0,32 4,12 2,35 1,57 1,97
5,010 “| 2,30 0,31 3,87 2,73 1,49 2,07
1,0-10° 2,11 0,31 4,16 2,86 1,49 2,11
5,0-10 3 2,18 0,28 4,19 2,76 1,30 2,03
1,5-10 2 2,14 0,44 4,07 2,60 1,34 2,00

5.1.3 Studium systému polystyrensulfonat — CTAB

Byla zaznamenavana emisni spektra a doba Zivota fluorescenéni sondy a-naftolu v systému
polystyrensulfonat (PSS) — CTAB. Koncentrace PSS byla konstantni, a to 7 mg-dm™2 ve dvou
molekulovych hmotnostech 1 MDa a 70 kDa. Koncentrace CTAB se postupné zvySovala,
a to od 1:10° az po 2:102 mol-dm3 Studium syntetického polystyrensulfonatu
bez piitomnosti vyznamné hydrata¢ni vrstvy [63] slouzi k porovnani s hyaluronanem, ktery je
znam pravé pro své hydratacni vlastnosti [34]. Polystyrensulfonat je jiz dobfe definovanym
polymerem [63], s dobrou rozpustnosti ve vod¢ a definovanou hustotou zaporného naboje,
schopného interagovat s kladnym nabojem tenzidu.

5.1.3.1 Ustdlena fluorescence

Graf nize (viz Obr. 34) zobrazuje zavislost intenzity NpO™ na rostouci koncentraci CTAB.
Pted dosazenim kritické micelarni koncentrace nedochazelo ke zméné intenzity NpO-,
poté je mozno V grafu pozorovat naristajici trend intenzity u obou molekulovych hmotnosti
PSS. Fluorofor se i zde solubilizuje do Sternovy vrstvy vznikajiciho komplexu PSS — CTAB,
kde dochazi k jeho deprotonaci vlivem zvyseni hydratace. Zabudovani fluoroforu do komplexu
ukazuje i zména pozice emisniho maxima NpO~ zachycena v tabulce (viz Tab. 9), kdy dochazi
k posuvu v priméru o 19 nm smérem k niz$i vinové délce proti Cisté vodé pii maximalni
koncentraci tenzidu.

V tabulce nize (viz Tab. 9) jsou také uvedeny disocia¢ni konstanty pKa'. S rostouci
koncentraci tenzidu dochazi ke zvySovani hodnoty pKa". Pro koncentrace CTAB okolo kritické
micelarni dochazi ke skokovému ristu az na Styinasobnou hodnotu pKa" oproti &isté vodg.
Pro nejvyssi koncentraci CTAB je pKa Sestkrat vyssi, nez v &isté vodg.
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Z grafu je patrny 1 vliv molekulové hmotnosti PSS na vysledna emisni spektra, kdy pro PSS
o molekulové hmotnosti 70 kDa lze pozorovat celkové vétsi intenzitu NpO~, nez je tomu
v ptipadé PSS o molekulové hmotnosti 1 MDa. Pouze v misté s koncentraci CTAB tésné pred
dosazenim CMC je intenzita NpO~ vzor obou molekulovych hmotnosti stejna.
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Obr. 34 Zavislost intenzity NpO~ a-naftolu v komplexu PSS — CTAB na logaritmu koncentrace
CTAB. Intenzita neutrdlni formy pro 1 MDa PSS a pro 70 kDa PSS.

Tab. 9 Pozice emisnich maxim aniontové formy a-naftolu v systému PSS — CTAB a disociacni
konstanty v excitovaném stavu, pKa .

PSS PSS
(mzf_:;‘:‘_a) 1MDa | pK,' | 70kDa | pK,'
Aem (NM) Aem (NM)

0 470 0,32 469 0,36
1-10°°® 470 0,32 470 0,32
9-10 4 451 1,26 458 0,90
2:103 450 1,31 457 0,95
2:102 449 2,09 449 2,09
Voda 468 0,41

Zména intenzity neutralni formy NpOH je z grafu nize (viz Obr. 35) patrna jiz od nartstajici
koncentrace CTAB. Srostouci koncentraci CTAB rovnomérné nartsta intenzita NpOH.
Pti dosazeni kritické micelarni koncentrace dochazi ke skokovému poklesu intenzity NpOH,
S naslednym rovnomérnym nariistem. Tento trend je patrny u obou molekulovych hmotnosti
PSS, tedy 1 MDa a 70 kDa. Stejné jako v ptipad¢ intenzity NpO™ i zde je patrny rozdil mezi
jednotlivymi molekulovymi hmotnostmi PSS. Pro 70kDa PSS je intenzita NpOH celkové vyssi
a po dosazeni kritické micelarni koncentrace se rozdil oproti intenzit¢ NpOH 1MDa PSS
zvysuje. Pozvolny narist intenzity NpOH jiz od koncentrace 9-10° mol-dm™ muize znagit
interakci tenzidu a PSS jesté pted dosazenim kritické agregac¢ni koncentrace. Popiipadé muze
znacit solubilizaci a-naftolu do hydrofobnich struktur fetézce PSS, kde by byl pienos protonii
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Z fluoroforu na akceptor zpomalen. Skokovy pokles intenzity NpOH pti dosazeni kritické
micelarni koncentrace koresponduje se vznikem komplexu PSS — CTAB, kdy zabudovani
fluoroforu do Sternovy vrstvy potlacuje deprotonace a vznik aniontové formy.
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Obr. 35 Zavislost intenzity NpOH o-naftolu v komplexu PSS — CTAB na logaritmu koncentrace
CTAB. Intenzita neutrdlni formy pro 1 MDa PSS (¢) a pro 70 kDa PSS (e). Viozeny graf
zobrazuje vysec v rozmezi koncentraci CTAB 9-107% mol-dm™2 az 9-107° mol-dm 3.

Vlozeny graf (viz Obr. 35) zobrazuje pokles intenzity NpOH pro koncentraci
CTAB 8:10™° mol-dm™. Pro koncentrace vy$§i a nizsi, nez je vySe uvedend koncentrace,
intenzita NpOH stoupa. Tuto koncentraci muzeme povazovat za kritickou agregacni
koncentraci CTAB ve vztahu s PSS o koncentraci 7 mg-1"t. P¥i méfeni ¢asové rozlisené
fluorescence byl pokles deprotonac¢ni konstanty Kpt, znadici vznik organizovanych struktur,
pozorovan jiz pti koncentraci 2-10~° mol-dm 3, Tento rozdil miize byt din charakterem méfeni,
kdy u €asové rozlisené fluorescence dostdvame informace o jednotlivych formach fluoroforu.
Oproti tomu u ustalené fluorescence je vystupem stfedni hodnota emisi riznych forem
fluorofort. D4 se tedy prepokladat vznik agregati v rozsahu koncentraci od 2-107° az do
8:107° mol-dm™3 CTAB.

Emisni spektra jednotlivych molekulovych hmotnosti PSS jsou pro ptehlednost uvedena
v ptiloze: 1 MDa viz ptiloha Obr. 58 a 70 kDa viz ptiloha Obr. 59.

5.1.3.2 Casové rozliSend fluorescence

Byla méfena ¢asové rozlisena fluorescence a-naftolu v systému polystyrensulfonatu (PSS) —
CTAB. V tabulce uvedené nize (viz Tab. 10) miZzeme vidét jednotlivé primérné doby Zivota
NpOH a NpO™ spolu s deprotona¢nimi konstantami kpt. Pro PSS o molekulové hmotnosti
1 MDa muizZeme pozorovat vyrazny pokles deprotonacni konstanty jiZ okolo koncentrace
9-10 % mol-dm™ a 5-107° mol-dm 3, kdy dochazi ke zméné z17,03-10°s* na 9,39 s,
poptipadé 3,58-10°sL. Tento pokles znadi kritickou agrega¢ni koncentraci pii dosazeni
koncentrace 210~ mol-dm 3 CTAB. Vlivem vzniklych agregatii tenzidu a polymeru dochazi
ke zpomaleni pienosu protontl. K dal§i zméné Kyt dochazi pii blizici se kritické micelarni
koncentraci, ato na 3,93-107° s™%. Pro PSS o molekulové hmotnosti 70 kDa nastava prvni pokles
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Kot pii koncentraci CTAB 2:10° mol-dm ™3, at0z 5,51-10 ° s na 1,86-107° 571, K dalsi zméné
kot dochazi az pii koncentracich okolo kritické micelarni koncentrace CTAB. S dal$im riistem
koncentrace CTAB klesa hodnota kp: az na hodnotu 1,70-107° st pro IMDa PSS a2,22-10° st
pro 70kDa PSS. Pied dosazenim kritické micelarni koncentrace muizeme pozorovat
nepravidelny nardst primérné doby zivota NpO~. Vyrazné zmény dosahuje primérnd doba
zivota NpO™ az pti koncentraci blizi se kritické micelarni, kdy dochazi k nariistu na hodnotu
12,83 ns a posléze na 19,18 ns. S rostouci koncentraci CTAB stoupa priimérna doba zivota az
na hodnotu 20,55 ns pro 1MDa PSS. U PSS o molekulové hmotnosti 70 kDa mizeme pozorovat
pozvolny narust pramérné doby zivota NpO™ po celém rozsahu koncentrace z pocate¢nich
7,98 ns, pres kritickou micelarni koncentraci, kdy primérnéa doba zivota NpO™ ¢inila 17,73 ns,
az po maximalni koncentraci CTAB, kdy dosahovala primérna doba zivota hodnoty 20,54 ns.
Primérna doba zivota NpOH u 70kDa PSS dosahovala celkové vyssich hodnot, nez v ptipadé
PSS o molekulové hmotnosti 1 MDa. Tento trend koresponduje i s hodnotou deprotonacni
konstanty kpt, ktera byla u PSS o molekulové hmotnosti 70 kDa vyrazné nizsi v celém rozsahu
koncentrace CTAB, nez je tomu u PSS 1MDa. Niz§i molekulova hmotnost zde pfispiva
ke vzniku kompaktngjsich agregati PSS — CTAB pied dosazenim kritické micelarni
koncentrace. Pfenos protontl je v takovém komplexu znaéné zpomalen, coz se projevuje nizsi
deprotonacni konstantou a vyssi primérnou dobou Zivota NpOH.

Tab. 10 Prumérné doby zZivota a-naftolu a deprotonacni konstanty kpt v Systému PSS
o molekulové hmotnosti I MDa a 300 kDa v CTAB.

PSS 1 MDa PSS 70 kDa
Ccras NpOH NpO~ NpOH NpO~
(mol-dm=3) | ¢ oar | ko107 t pramer toramer | kp'107% |t promer
(ns) (s) (ns) (ns) (s™) (ns)
0 0,98 17,03 8,08 2,88 5,51 7,98
1-10°° 1,07 16,62 7,97 2,59 5,76 7,80
3-10°° 1,23 15,92 7,92 2,58 5,16 7,95
5-10°° 1,35 11,88 7,91 3,00 4,80 7,96
7-10°° 1,75 13,24 7,95 3,26 3,77 7,98
9-10°°® 2,21 9,39 7,92 3,01 3,59 7,95
2:10 % 3,56 3,58 10,23 3,26 1,86 8,83
5-10 ° 2,82 9,52 9,39 1,77 7,20 8,54
810 ° 1,63 13,63 0,02 1,63 9,11 8,45
1-10* 0,79 15,41 6,60 1,66 7,69 8,50
3-10 4 0,54 29,38 10,79 1,27 11,35 9,21
5-10 4 2,70 3,93 0,03 2,70 3,93 9,09
7-10* 0,87 1,15 0,04 2,55 1,88 9,48
9-10* 2,55 1,06 12,83 2,40 1,59 10,76
2:10°3 1,55 1,57 19,18 1,13 2,13 17,73
5-10°3 1,10 1,77 20,36 1,04 2,19 20,35
8-103 1,01 1,71 20,44 0,97 2,13 20,43
1-102 0,97 1,76 20,47 0,78 4,26 20,47
2:10 2 0,97 1,70 20,55 0,92 2,22 20,54
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5.1.4 Studium systému polystyrensulfonat — Septonex

Byla zaznamenavana emisni spektra a doba Zivota fluorescenéni sondy a-naftolu v systému
polystyrensulfonat (PSS) — Septonex. Koncentrace PSS byla konstantni, a to 7 mg-dm™3
ve dvou molekulovych hmotnostech 1 MDa a 70 kDa. Koncentrace Septonexu se postupné
zvySovala od 1-10° az po 2:1072 mol-dm3. Studium syntetického polystyrensulfonatu,
bez pritomnosti vyznamné hydrataéni vrstvy [63] slouzi k porovnani s hyaluronanem,
ktery je znam pro své hydrata¢ni vlastnosti [34].

5.1.4.1 Ustdlend fluorescence

Graf nize (viz Obr. 36) zobrazuje zavislost intenzity NpO™ na postupné nardstajici
koncentraci Septonexu. Jak muzeme pozorovat z grafu, intenzita NpO™ zdstava v podstaté
neménna az do dosazeni kritické micelarni koncentrace. Poté dochazi k postupnému snizovani
intenzity NpO™ s tim, jak se fluorofor zabudovava do hydrofobniho prostiedi vznikajicich micel
Septonexu.

Z grafu je také patrny rozdilny vliv molekulovych hmotnosti na vyslednou podobu emisniho
spektra NpO™. Nejvétsi intenzitu NpO™ vykazovaly vzorky obsahujici 70kDa PSS, proti tomu
vyrazné nizsi intenzitou NpO™ disponovaly vzorky 1 MDa PSS. U téchto vzorkd je také patrna
relativné velka chybova usecka spolu s nepravidelnym trendem poklesu intenzity NpO™.
Dochazi také k posuvu pozice emisniho maxima NpO~, a to 0 23 nm pro obé dvé molekulové
hmotnosti (viz Tab. 11). Rozdilna podoba emisniho spektra pro jednotlivé molekulové

hmotnosti souvisi S rozdilnou hydrataci vzniklého komplexu PSS — Septonex.

Dile jsou v tabulce (viz Tab. 11) uvedeny disocia¢ni konstant pKa". Pro nizké koncentrace
Septonexu nevykazuji hodnoty pKa vyraznou zménu. Po dosazeni kritické micelarni
koncentrace je hodnota pKa™ dvojndsobné oproti pKa™ V &isté vod&. Pro nejvyssi koncentraci
CTAB dosahuji hodnoty pKa" témé&f Sestindsobku oproti ¢isté vods.
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Obr. 36 Zavislost intenzity NpO~ a-naftolu v komplexu PSS — Septonex na logaritmu
koncentrace Septonexu. Intenzita neutrdlni formy pro 1 MDa PSS a pro 70 kDa PSS.
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Tab. 11 Pozice emisnich maxim aniontové formy o-naftolu v systéemu PSS — Septonex

a disociacni konstanty v excitovaném stavu, pKa'.

Cseptonex PSS . PSS :
(mokdm-3) 1 MDa pKa 70 kDa pKa
Aem (NM) Aem (NM)

0 468 0,41 470 0,32
1-10°° 468 0,41 469 0,36
9-10 * 465 0,56 468 0,41
2:10°3 459 0,85 461 0,75
2:10? 445 2,30 445 2,39
Voda 468 0,41

Nartst intenzity neutrdlni formy NpOH je znatelny jiz pro nizké koncentrace Septonexu,
a to jak pro molekulovou hmotnost 70 kDa, tak i pro 1MDa PSS (viz Obr. 37). I zde dochazi
k mensimu poklesu intenzity NpOH v okoli kritické micelarni koncentrace, ale poté s rostouci
koncentraci Septonexu narista intenzita NpOH rovnomérné s tim, jak se fluorofor solubilizuje
do hydrofobnich micel tenzidu. Pocatecni nartst intenzity NpOH znacéi vznik agregati
pred dosazenim kritické micelarni koncentrace.

Z grafu je patrny také vliv molekulovych hmotnosti na celkovou intenzitu. I v tomto pfipadé
je intenzita celkové vyssi v pripadé 70 kDa PSS. U molekulové hmotnosti 1 MDa se projevuje
nepravidelny narust s relativné velkou odchylkou.
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Obr. 37 Zavislost intenzity NpOH a-naftolu v komplexu PSS — Septonex na logaritmu
koncentrace Septonex. Intenzita neutralni formy pro 1 MDa PSS (¢) a pro 70 kDa PSS (e).
Viozeny graf zobrazuje vysec koncentraci Septonexu 3-10~° mol-dm™ az 3-10~* mol-dm™3.

Ve vlozeném grafu (viz Obr. 37) muzeme pozorovat pokles intenzity NpOH
az na koncentraci 1-10* mol-dm™3. Pro koncentraci Septonexu vyssi a nizsi, nez je vyse
uvedena koncentrace, dochazi k ristu intenzity NpOH. Tuto koncentraci tedy muzeme brat
za kritickou agrega¢ni, a to ve vztahu s PSS o koncentraci 7 mg-1°%.
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Emisni spektra jednotlivych molekulovych hmotnosti PSS jsou pro ptehlednost uvedena
v ptiloze: 1 MDa viz ptiloha Obr. 60 a 70 kDa viz ptiloha Obr. 61.

5.1.4.2 Casové rozliSend fluorescence

Byla méfena Casoveé rozliSena fluorescence a-naftolu v systému polystyrensulfonatu (PSS) —
Septonex. V tabulce uvedené nize (viz Tab. 12) mizeme vidét jednotlivé primérné doby zivota
NpOH a NpO™ spolu s deprotona¢nimi konstantami kpt. Pro PSS o molekulové hmotnosti
1 MDa mizeme pozorovat pozvolny pokles deprotonacni konstanty az ke koncentraci
2-107° mol-dm3. Dalsi pokles deprotonaéni konstanty je patrny az pii koncentracich blizicich
se kritické micelarni koncentraci, kde hodnota kp: ¢ini 2,76:10°s™%. S rostouci koncentraci
Septonexu klesa kpt az na 1,34-107° s, Pro 70kDa PSS dochazi k pravidelnému poklesu Kp
ke koncentraci 2-10~° mol-dm 3. P¥i koncentraci bliZici se kritické agregacni dochazi k dalgimu
poklesu a hodnota kgt se dale se zvysujici koncentraci Septonexu neméni. Primérna doba zivota
NpOH vykazuje u 1MDa PSS klesajici trend od 7-10~* mol-dm™3 Septonexu z 2,85 ns aZ na
hodnotu 1,04 ns. U 70kDa PSS dochazi k ristu pramérné doby zivota NpOH az do koncentrace
Septonexu 2-10~° mol-dm™3. Hodnoty Kyt jsou pro Septonex o koncentraci 2-10™° mol-dm
Mezi kritickou agregaéni a kritickou micelarni koncentraci muZzeme pozorovat snizujici
se prumérnou dobu zivota NpOH a vysoké hodnoty kpt. V tomto rozmezi koncentraci nedochazi
ke zpomaleni pfenosu protond, fluorofor zde neni solubilizovan do agregatli. Pravdépodobné
dochazi k jejich reorganizaci. Snizovani Kyt nastava az pii koncentracich okolo kritické
micelarni koncentrace. Pii kritické micelarni koncentraci dochazi k vyraznému zpomaleni
ptenosu proton, Kpt je cca dvakrat mensi nez pii kritické agregacni koncentraci. Primérna doba
aniontové formy NpO~ zlstava stejna az do kritické micelarni koncentrace, kde dochazi
k jejimu skokovému poklesu nejprve na 5,04 ns pro 1IMDa PSS a 5,55ns pro 70kDa PSS.
Dale klesana 2,17 ns a 2,08 u 1MDa PSS, respektive 70kDa PSS, a to pro nejvyssi koncentraci
Septonexu. Pokles primémé doby Zivota deprotonované formy znali solubilizaci
do hydrofobniho stfedu micel.

Vzhledem Kk vysokym primémym dobam zivota NpO™ pfi kritické agregac¢ni koncentraci
se da prepokladat lokalizace fluoroforu do mezifazového rozhrani agregatti tenzidu a polymeru.
Tomu odpovida i po¢ateéni nartstajici trend intenzit NpO™ (viz Obr. 36). Po kritické micelarni
koncentraci se méni lokalizace fluoroforu do hydrofobniho stiedu micel.
Dochazi k jiz zmiovanému poklesu praimérné doby zivota NpO™ a intenzity emise NpO™.

Tab. 12 Prumerné doby Zivota a-naftolu a deprotonacni konstanty kpt V Systému PSS
o molekulové hmotnosti 1 MDa a 70 kDa v Septonexu

PSS 1 MDa PSS 70 kDa
Cseptonex NpOH NpO~ NpOH NpO~
(mol-dm™) | ¢ priimér kpt-10‘9 t pramer t pramer kpt-10‘9 t pramer
(ns) (s) (ns) (ns) (s) (ns)
0 0,76 21,15 7,91 2,30 8,82 7,99
1-10°® 1,69 11,22 7,98 2,32 8,41 7,96
3-10 © 1,82 10,17 7,95 2,53 7,70 8,02
5-10 © 2,01 8,21 0,14 3,27 3,38 7,97
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7-10°° 2,25 7,83 7,97 3,46 2,43 7,96

9:10°° 2,37 6,98 7,98 3,63 2,13 7,98
2:10°° 3,09 4,52 7,94 3,25 1,66 7,91
5-10 ° 1,20 19,16 7,72 1,03 4,68 8,01

810° 0,89 20,19 7,85 0,68 12,75 8,01
1-10 ° 0,10 41,34 7,98 0,50 15,77 5,92

3-10° 0,16 40,99 7,00 2,89 1,94 7,84
5.10 ¢ 0,47 39,35 7,69 3,00 1,37 7,81
7-10° 2,85 2,76 7,61 3,02 1,21 7,75
9-10* 2,63 3,93 7,36 3,13 1,62 7,54
2103 1,83 2,01 5,04 2,21 1,71 5,55
5-10°3 1,39 2,11 2,16 1,62 1,85 3,87
8103 1,34 1,87 2,91 1,59 1,90 3,04
1-10 2 1,18 1,96 2,71 1,65 1,65 2,71
2:102 1,04 1,34 2,17 1,78 1,64 2,08

5.2 Deprotonaéni charakteristiky fluorescen¢ni sondy HPTS

Fluorescenc¢ni sonda HPTP vykazuje intramolekularni pfenos protonti v excitovaném stavu
S charakteristickym dudlnim spektrem. Pro ucely této diplomové prace byla excita¢ni vinova
délka volena tak, aby emisni spektrum vykazovalo pouze aniontovou formu molekuly HPTS,
a to kolem 520 nm. Neutralni forma HPTS se vyskytuje zejména pro vysoce kyselé prostiedi
spH kolem jedné. V neutralnim pH je intenzita ArOH nizka v porovnani s ArO~
(viz kapitola 3). Aniontova forma (ArO") je vysoce citliva na zmény pH a svého maxima
dosahuje pti pH 13 [1]. Jak mizeme vidét v grafu uvedeném nize (viz Obr. 38), v ¢isté vodném
prostiedi vykazuje HPTS o tad vyssi intenzitu nez pro ostatni rozpoustédla. Pro roztoky
ethanol/voda se jiz ptfi 10% obsahu ethanolu intenzita velmi snizuje a dochazi k posuvu
emisniho maxima k vinové délce 510 nm. V polarnim aprotickém rozpoustédle DMSO
vykazuje HPTS posuv emisniho maxima k 483 nm.
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Obr. 38 Emisni spektra HPTS v ruznych rozpoustédlech
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5.2.1 Studium systému hyaluronan — CTAB

Byla zaznamenavana emisni spektra a doba zivota aniontové formy (ArO") fluorescencni
sondy HPTS v systému hyaluronan — CTAB. Koncentrace hyaluronanu byla konstantni,
ato7 mg'dm_3 ve tfech molekulovych hmotnostech 300 kDa, 1 MDa a 1,75 MDa. Koncentrace
CTAB se postupné zvysovala od 1-107® az po 2-102 mol-dm>.

Dale byl studovan vliv zmény koncentrace 1,75 MDa hyaluronanu na charakteristiky HPTS
v roztocich micelarniho koloidu o koncentraci CTAB 3-1073, 5-1073, 7-10°3, 1-107?
a 2:1072 mol-dm 3. Koncentrace hyaluronanu se pro kazdou sadu vzorki CTAB pohybovala
od 0 do 15 mg-dm3,

Ustalena fluorescence vzorki obsahujicich hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa
Jjiz byla métena na pfistroji Aminco Bowman Series 2.

5.2.1.1 Ustdlena fluorescence

Z grafu nize (viz Obr. 39) vidime, ze pfed dosazenim kritické micelarni koncentrace CTAB
nastava pokles intenzity ArO™. Pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 1,75 MDa a 1 MDa
dochazi k poklesu jiz pii koncentraci CTAB 2-107° mol-dm™3. Pro hyaluronan o molekulové
hmotnosti 300 kDa dochézi k poklesu pii koncentraci 1-107* mol-dm 3. Tento pokles intenzity
ArO™ je pravdépodobné zptsoben interakci HPTS a CTAB za vzniku nefluorescenéniho
komplexu, coz se projevilo i zabarvenim roztoku do svétle zelené.

Pro koncentraci CTAB vys§i a niz8i, nez 3-10* mol-dm 3 dochazi k narGstu intenzity ArO™.
Mizeme tedy tuto koncentraci povazovat za kritickou agrega¢ni koncentraci (CAC) CTAB pro
hyaluronan o koncentraci 7 mg-dm3, a to pro viechny molekulové hmotnosti hyaluronanu.
Dale s rostouci koncentraci CTAB dochazi i k rstu intenzity ArO. OvSem pii dosazeni
kritické micelarni koncentrace dochazi u hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1 MDa
k prudkému poklesu intenzity. U molekulové hmotnosti 1,75 MDa a 300 kDa dochazi k poklesu
lehce za kritickou miceldrni koncentraci pti 5-10 mol-dm™ CTAB.

Emisni spektrum HPTS vykazuje v porovnani s emisnim spektrem a-naftolu ve stejném
systému vyrazné zmény. Emisni spektrum NpO~ a-naftolu vykazuje jen maly, neznatelny
pokles v intenzité¢ emise pii dosazeni CAC, oproti tomu pii dosazeni CMC intenzita NpO~
prudce roste. V piipadé¢ HPTS je vyrazny pokles intenzity ArO™ pii dosazeni CAC. Po dosazeni
CMC dochézi k prudkému poklesu intenzity ArO". Pokles miiZze byt zplsoben zménou
acidobazické rovnovahy uvnitt micel. Ta se projevila i v pfipadé a-naftolu, kdy s rostouci
koncentraci dochdzelo ke zvySovani hodnoty pKa (viz kapitola 5.1.3.1 Tab. 3).
Vzhledem k tomu, ze pokles intenzit ArO~ u HPTS nekoreloval se zménou pramérné doby
zivota pii méfeni Casové rozlisSené fluorescence (viz kapitola 5.2.1.2), je mozné, Ze pokles
intenzity je projevem statického zhasenti, tj. vznikem nefluorescen¢niho komplexu v zakladnim
stavu. Statické zhaSeni by nemélo mit vliv na dobu Zivota fluoroforu.

V tabulce nize (viz Tab. 13) mizeme pozorovat posuv pozice emisniho maxima ArO~,
kdy vlivem vzniku komplexu HPTS — CTAB dochazi ke zméné v priméru 0 13 nm
pii pocatecni koncentraci CTAB oproti emisnimu spektru HPTS ve vodé pro vSechny
molekulové hmotnosti. Z grafu (viz Obr. 38) také plyne vliv molekulovych hmotnosti

v

hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1 MDa, nejvyssi pak pro 1,75MDa hyaluronan.
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Obr. 39 Zavislost intenzity ArO~ HPTS v komplexu hyaluronan — CTAB na logaritmu
koncentrace CTAB. Intenzita neutralni formy pro 1,75MDa  hyaluronan (4),
pro 1MDa hyaluronan ( A ) a pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa (e).

Emisni spektra jednotlivych molekulovych hmotnosti hyaluronanu jsou pro piehlednost
uvedena v piiloze: 1,75 MDa viz piiloha Obr. 62, 1 MDa viz ptiloha Obr. 63 a 300 kDa
viz ptiloha Obr. 64.

Tab. 13 Pozice emisnich maxim aniontové formy HPTS v systému hyaluronan — CTAB.

Hya Hya Hya
Ccras | 175MDa| 1 MDa | 300 kDa
(mol-dm-3)
Aem (nM)

0 512 513 506
1-10°¢ 512 512 506
9-107* 527 528 517
2-10°3 528 527 519
2-1072 528 526 523
Voda 523

Dale byl sledovan vliv pfidavku hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1,75 MDa
k micelarnimu roztoku CTAB o koncentraci 3-10°3, 5-10°2, 7-10°3, 1-10 2 a 2:102 mol-dm 2
na emisni charakteristiky aniontové formy HPTS (viz Obr. 40). Pro nazornost jsou zde uvedeny
pouze hrani¢ni koncentrace CTAB, ato 3:103 mol-dm 3 a 2-1072 mol-dm™3. Grafy pro ostatni
koncentrace CTAB jsou uvedeny v piiloze (viz piiloha Obr. 68).

Zména koncentrace hyaluronanu neméla, az na malé lokalni vykyvy, velky vliv na intenzitu
ArO". Je zde ovSem patrny vyrazny rozdil v intenzit¢ ArO™ u jednotlivych koncentraci CTAB.

cv w7

koncentrace CTAB klesa. NejniZsi intenzitu vykazuji vzorky o nejvyssi koncentraci CTAB.
Pii vysoké koncentraci CTAB je fluorofor solubilizovan do vétsiho poctu micel. Jak jiz bylo
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uvedeno vyse, vV micelach dochazi ke snizovani intenzity ArO™. Pfi studiu stejného systému
pomoci a-naftolu byla intenzita NpO™ pro vSechny koncentrace CTAB prakticky totozna.
Srostouci koncentraci CTAB nevznikala dal§i mezifazova rozhrani, kde by dochazelo
k solubilizaci a-naftolu. Pokud by s rostouci koncentraci CTAB dochazelo ke zvétsovani micel,
méla by rist i plocha mezifdzového rozhrani. D4 se tedy usuzovat, Ze pro 2-102 mol-dm3
Septonex jiz systém obsahuje volné, na hyaluronan nevazané, micely.
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Obr. 40 Zavislost intenzity ArO~ na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro CTAB
o koncentraci 3-107° mol-dm™2 (3 mM) a 2:1072 mol-dm™2 (20 mM).

5.2.1.2 Casové rozliSend fluorescence

Tabulka uvedena nize (viz Tab. 14) vyobrazuje primérné doby Zivota aniontové formy
HPTS. Jak mizeme vidét, pro nulové koncentrace CTAB vykazuje primérna doba Zivota HPTS
hodnotu okolo 5ns. Srostouci koncentraci CTAB dochazi pii dosazeni koncentrace
5-107° mol-dm 23k poklesu primérmé doby Zivota ArO~ vlivem jiz zminéného vzniku komplexu
HPTS a CTAB. U hyaluronanu 300kDa je primérna doba Zivota ArO~ vysSS$i nez
u zbylych dvou molekulovych hmotnosti. Tyto relativné vysoké primérné doby Zivota ArO™
mohou znacit vétsi miru hydratace fluoroforu. Také k nartistu primérné doby Zivota, ktery je
spojeny s kritickou agregaéni koncentraci, dochdzi az pii koncentraci 7-10% mol-dm3.
S postupnou rostouci koncentraci CTAB dochézi ke zvySovani primérné doby Zivota aZ na
hodnotu okolo 6 ns pro kritickou micelarni koncentraci. Dale se pak pramérna doba ArO~
vyrazn¢ neméni. Z téchto dat je patrny vliv hyaluronanu na hydrataci micel CTAB,
kdy primérna doba Zivota vzrostla z hodnoty okolo 5 ns pro nizké koncentrace CTAB aZ na
hodnotu okolo 6 ns pro maximalni koncentraci CTAB, a to pro vSechny molekulové hmotnosti.

Vzhledem Kk relativné nizkym hodnotim primérné doby zivota ArO~ Vv koncentra¢nim
rozsahu 5-10° mol'dm™ az 5-10* mol-dm™ CTAB dochazi k solubilizaci HPTS
do hydrofobnich ¢asti vzniklého komplexu hyaluronan — CTAB pro molekulové hmotnosti
1,75 a 1 MDa. Jak bylo uvedeno vyse, u 300kDa hyaluronanu je vét$i mira hydratace HPTS
a muze dochazet i k rozdilné lokalizaci HPTS v komplexu.
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Experimenty stanovujici vliv zvySujici se koncentrace hyaluronanu o molekulové hmotnosti
1,75 MDa na deprotonacni charakteristiky HPTS v prostfedi CTAB vykazovaly relativné
stejnou hodnotu primérné doby zivota ArO~, ato 6 ns. Pii méfeni asove rozliSené fluorescence
nedochéazelo ke zménam primérné doby Zzivota s rostouci koncentraci CTAB. Nedochézelo
tedy ke zménam jako v pfipadé méteni ustalené fluorescence (viz Obr. 40). Z toho se da
usuzovat, ze dochazi ke statickému samozhaseni molekul HPTS v micelarnim roztoku CTAB.
Jak bylo uvedeno vyse, tento typ zhaseni se projevuje zménou intenzity fluorescence,
nikoli zménou doby Zivota fluoroforu.

Tab. 14 Priumeérné doby Zivota aniontové formy HPTS v systému hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 1,75 MDa, 1 MDa a 300 kDa v CTAB.

Hya Hya Hya
1,75MDa| 1MDa 300 kDa
Ccras ArO ArO ArO
(mok-dm) t pramer t promer t promer

(ns) (ns) (ns)

0 5,41 5,85 5,25
1-10°® 5,37 5,83 5,68
310 ¢ 5,39 5,38 5,39
5-10 © 5,33 5,40 5,39
7-10 © 5,39 5,36 5,38
9:10 © 5,37 5,42 5,39
2:10 ° 5,00 3,69 5,40
5.10 ° 1,36 1,51 3,86
810° 1,02 1,59 3,66
1-10° 3,89 2,66 2,39
3-10 ¢ 3,93 4,34 2,84
5.10 ¢ 4,39 4,38 2,20
7-10 5,11 5,18 4,14
9:10 ¢ 5,97 6,10 5,23
2:103 6,02 6,31 5,37
5-10 3 6,01 6,13 6,17
8103 6,02 6,11 6,22
1-102 6,03 6,16 6,21
2:10 2 6,01 6,22 6,40

5.2.2 Studium systému hyaluronan — Septonex

Byla zaznamenavana emisni spektra a doba zivota aniontové formy ArO~ fluorescencni
sondy HPTS v systému hyaluronan — Septonex. Koncentrace hyaluronanu byla konstantni,
ato7 mg'dm_3 ve tfech molekulovych hmotnostech 300 kDa, 1 MDa a 1,75 MDa. Koncentrace
Septonexu se postupné zvysovala od 1-107° az po 21072 mol-dm™.

Dale byl studovan vliv zmény koncentrace 1,75 MDa hyaluronanu na charakteristiky HPTS
Vv roztocich micelarniho koloidu o koncentraci Septonexu 3-10°3, 5-10°%, 7-10°3, 1-10°2

67



a 2-102mol-dm™3. Koncentrace hyaluronanu se pro kazdou sadu vzorki Septonexu
pohybovala od 0 do 15 mg-dm 3,

Ustalena fluorescence vzorka obsahujicich hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa jiz
byly méfeny na piistroji Aminco Bowman Series 2.

5.2.2.1 Ustdlenda fluorescence

Z grafu uvedeného nize (viz Obr. 41) mizeme pozorovat pokles intenzity ArO™~ pii dosazeni
koncentrace Septonexu 2-10° mol-dm™ pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 1,75 a 1 MDa.
Pro 300kDa hyaluronan nastava mirny pokles az p¥i koncentraci 5-107° mol-dm 3. Stejné jako
v pfipadé¢ méfeni CTAB, 1 zde bylo pozorovano zabarveni roztoku vlivem vznikajiciho
komplexu HPTS — Septonex.

S rostouci koncentraci Septonexu pak od hodnoty 3-10~* mol-dm™ pro 300kDa hyaluronan,
8-107° mol-dm™2 pro 1,75MDa hyaluronan a 1-10™* mol-dm™ pro 1MDa hyaluronan dochézi
k narGstu intenzity ArO~. Pro koncentrace Septonexu niz§i, nez jsou uvedeny vySe
a pro koncentrace Septonexu vys$i, nez vySe uvedené, roste intenzita ArO™. MiZeme tyto
koncentrace Septonexu povazovat za kritické agregacni koncentrace vac¢i hyaluronanu
s koncentraci 7mg-dm™>. Pf dosazeni kritické miceldrni koncentrace dochazi
u hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1,75 MDa a 1MDa kvyraznému poklesu.
Pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa nastava tento pokles az pii koncentraci
2:10° mol-dm3,

V tabulce nize (viz Tab. 15) mizeme pozorovat posuv pozice emisniho maxima ArO".
Oproti vlnové délce maxima pfi nizkych koncentracich Septonexu, dochéazi k posuvu
0 cca 18 nm pro maximalni koncentraci vlivem vznikajicich agregiti. U hyaluronanu
s molekulovou hmotnosti 300 kDa dochazi k posuvu z 506 nm na 524 nm. Trend je u této
molekulové hmotnosti hyaluronanu je sice jako v ptipadé molekulové hmotnosti 1,75 a 1 MDa.
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Obr. 41 Zavislost intenzity ArO~ HPTS v komplexu hyaluronan — Septonex na logaritmu
koncentrace Septonexu. Intenzita neutrdlni formy pro 1,75MDa hyaluronan (%),
pro 1MDa hyaluronan (A ) a pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa ().
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Emisni spektra jednotlivych molekulovych hmotnosti hyaluronanu jsou pro ptehlednost
uvedena v priloze: 1,75 MDa viz ptiloha Obr. 65, 1 MDa viz ptiloha Obr. 66 a 300 kDa
viz ptiloha Obr. 67.

Tab. 15 Pozice emisnich maxim aniontové formy HPTS v systému hyaluronan — Septonex.

Hya Hya Hya
Cseptonex 1,75MDa| 1MDa | 300 kDa
(mol-dm-3)
Aem (nm)

0 511 511 506
1.10°© 511 511 504
9.10 % 532 531 524
2103 528 531 521
2.102 529 527 524
Voda 523

Dale byl sledovan vliv pifidavku hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1,75 MDa
K micelarnimu roztoku Septonexu o koncentraci 3-10°%, 5-10°%, 7-10°%, 1-1072
a 2:102 mol-dm™ na emisni charakteristiky aniontové formy HPTS (viz Obr. 42).
Pro nazornost jsou zde uvedeny pouze hraniéni koncentrace Septonexu, a to 3-10~% mol-dm™3
a2:102 mol-dm3. Z grafu je patrny velky rozdil intenzit ArO™. Grafy pro ostatni koncentrace
CTAB jsou uvedeny v piiloze (viz piiloha Obr. 69).

Zména koncentrace hyaluronanu neméla, az na malé vykyvy, velky vliv na intenzitu ArO".
Je zde ovSem patrny vyrazny rozdil v intenzité ArO™ pro jednotlivé koncentrace Septonexu.
se koncentraci Septonexu u jednotlivych vzorkll intenzita ArO~ klesa. Pokles miize byt
zpusoben rozdilnou lokalizaci HPTS v Septonexu oproti CTAB, podobné jako je tomu
Vv piipadé méfeni systému hyaluronan — Septonex pomoci a-naftolu, kdy vlivem lokalizace
fluoroforu v hydrofobnich ¢astech micel dochazelo ke snizovani intenzity NpO™ pro jednotlivé
rostouci koncentrace Septonexu. Muze se zde ovSem projevovat i vznik nefluoreskujiciho
komplexu HPTS v micelach Septonexu, stejné jako v ptipadé micel CTAB. Ani v piipadé
Septonexu nedochazi k ovlivnéni doby zivota HPTS.
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Obr. 42 Zavislost intenzity ArO~ na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro Septonex
o koncentraci 3-1073 mol-dm™3 (3 mM) a 2-10~2 mol-dm3 (20 mM).

5.2.2.2 Casové rozliSend fluorescence

Z tabulky uvedené nize (viz Tab. 16) mizeme pozorovat pokles primérné doby zivota HPTS
v systému hyaluronan — Septonex. Pii dosazni koncentrace 5-10° mol-dm™ pro 1,75MDa
hyaluronan a 8-10~° mol-dm 3 pro 1MDa hyaluronan dochazi k poklesu primérné doby Zivota
ArO™ vlivem vznikajiciho komplexu HPTS — Septonex. Po dosazeni kritické micelarni
koncentrace dochazi u 1,75 a 1 MDa hyaluronanu kK pozvolnému naristu praimérné doby Zivota
ArO™ az k hodnot¢ okolo 6 ns. Maly rozdil primérné doby zivota pfi nizkych koncentracich
k maximalni koncentraci Septonexu zna¢i mensi miru hydratace hyaluronanu u komplexu
hyaluronan — Septonex. Vzhledem k relativné vysokym hodnotam primérné doby zivota ArO™
v koncentraénim rozsahu 5-10° mol-dm™ az 7:10* mol-dm™> Septonexu mizeme
predpokladat solubilizaci HPTS do Sternovy vrstvy mezi fetézce hyaluronanu a Septonex.

U hyaluronanu o molekulové hmotnosti 300 kDa je situace rozdilnd. Pfi dosazeni
koncentrace Septonexu 5-10~° mol-dm™ dochézi ke skokovému poklesu doby Zivota na
hodnotu 0,01 ns. Takto nizké hodnoty jsou pfitomny az do koncentrace 2-10~° mol-dm3,
kdy dochédzi k mirnému riistu na hodnotu 0,97 ns. Tento pokles miZe znacit velkou miru
reprotonace HPTS. Je moZzné, ze u hyaluronanu o molekulové hmotnosti 300 kDa dochazi
k silné repulzi HPTS vlivem zapornych nabojt, a tim je fluorofor tlacen do hydrofobniho stfedu
micel. S rostouci koncentraci Septonexu stoupa pramérna doba zivota ArO™ k hodnoté 4,88 ns.

Experimenty stanovujici vliv zvySujici se koncentrace hyaluronanu o molekulové hmotnosti
1,75 MDa na deprotonac¢ni charakteristiky HPTS v prostfedi Septonexu vykazovaly relativné
stejnou hodnotu primérné doby zivota ArO~, a to 5,6 ns. Pfi méfeni Casové rozliSené
fluorescence nedochéazelo ke zméndm primeérné doby Zivota s rostouci koncentraci Septonexu.
Nedochazelo tedy ke zménam jako v ptipadé méfeni ustalené fluorescence (viz Obr. 42).
Z toho se da usuzovat, ze dochazi ke statickému samozhaSeni molekul HPTS v micelarnim
roztoku Septonexu. Jak bylo feeno vySe, tento typ zhdSeni se projevuje zménou intenzity
fluorescence, nikoli zménou doby zivota fluoroforu.
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Hya1,75| Hyal | Hya300
MDa MDa kDa
Cseptonex | ArQ- ArO" ArO"

(M) t pramer t pramer t pramer

(ns) (ns) (ns)
0 5,46 5,37 3,49
1-10°° 5,40 5,40 5,42
3-10°° 5,42 5,37 5,34
5-10°° 5,37 5,40 5,45
7-10 ¢ 5,41 5,38 5,44
9-10°® 5,38 5,38 5,25
2:10° 4,50 5,39 0,01
5-10°° 3,52 5,03 0,01
810 ° 3,95 3,57 0,01
1-104 3,51 3,98 0,02
3-10* 3,96 4,59 0,04
5-104 4,22 4,22 0,24
7-10* 5,24 5,02 0,02
9-10 4 5,70 5,76 0,13
2:10°3 5,86 5,89 0,97
5-103 5,86 5,88 3,75
8103 6,00 5,85 4,29
1-10°2 6,03 5,90 4,64
2:102 6,02 5,91 4,88

Tab. 16 Priumeérné doby Zivota aniontové formy HPTS v systému hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 1,75 MDa, 1 MDa a 300 kDa v Septonexu.

5.3 Stanoveni agregacniho ¢isla Septonexu

Agregalni Cislo Septonexu bylo zjistovano méfenim Casové rozliSené fluorescence pyrenu
Vv pfitomnosti zhaSece cetylpyridinium chloridu (CPC) v micelach Septonexu. Koncentrace
tenzidu byla konstantni a byla volena tak, aby vysoce prevySovala hodnotu kritické micelarni
koncentrace Septonexu.

Z naméfenych dob zivota byl dle rovnic popsanych v kapitole 4.3.2 sestaven graf zavislosti
poméru 7o/7, kde 7o pfedstavuje dobu Zivota pyrenu bez zhaSece a r dobu zivota v piitomnosti
zhaSeCe na koncentraci zhaseCe CPC (viz Obr. 43). Porovnanim rovnice (22)
(viz kapitola 4.3.2) a rovnice linearni regrese z grafu uvedené¢ho nize (viz Obr. 43) bylo
stanoveno agregacni Cislo Septonexu na hodnotu 104 molekul pro koncentraci tenzidu
6-102 mol-dm 3,
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Obr. 43 Graf zavislosti poméru to/t na koncentraci zhasece CPC proloZené linedrni regresi.

5.4 Zhaseni a-naftolu v micelach CTAB pomoci chlorovych a jodovych derivata

Byla méfena emisni spektra fluorescenc¢ni sondy a-naftolu tenzidu CTAB o koncentraci
2:102mol-dm™ v pfitomnosti zhasete cetylpyridiniumchloridu (CPC), 3-jodpropanové
kyseliny a jodidu draselné¢ho. Koncentrace zhaSece byla volena tak, aby v poméru s koncentraci
micel CTAB byl rozsah od 0,5 do 1,5.

S rostouci koncentraci zhasece na bazi jodového derivatu nedochazelo k poklesu intenzity
ustalené fluorescence (viz Obr. 44). Vysledny pomér intenzity emise bez zhasece Fo k intenzité
emise v ptritomnosti zhasece F vykazoval relativné stabilni hodnoty pohybujici se kolem jedné.
Nedochazelo ani ke zméné pii méfeni ¢asove rozlisené fluorescence (viz Obr. 45), kdy pomér
doby Zivota bez pfitomnosti zhaSece to k dobé Zivota Vv piitomnosti zhasece t nevykazoval
zménu s rostouci koncentraci jodového zhdSece. Dalo by se tedy ptepokladat,
ze nedochazi ke zhaseni a-naftolu jodovymi derivaty.

U chlorového derivatu cetylpyridiniumchloridu (viz Obr. 46) dochéazelo s rostouci
koncentraci zhaSeCe k poklesu intenzity ustalené fluorescence. Vysledny pomér Fo k intenzité
emise Vv pritomnosti zhaseCe F vykazuje rostouci trend. Nedochazelo ovSem k vyrazné zméné
v dobé zivota fluoroforu (viz Obr. 47). Da se tedy piepokladat, ze se jedna o statické zhaSeni
S linearnim charakterem rastu poméru Fo/F.

Me¢teni zhaSeni pomoci jodovych derivati mélo za cil potvrzeni lokalizace a-naftolu
Vv micelach a agregatech. Jodové derivaty nevykazovaly dynamické ani statické zhaSeni
fluoroforu, a to ani v ¢isté vode€. Z toho diavodu byl pro potvrzeni lokalizace fluoroforu
vyzkouSen derivat chloru. Konkrétné cetylpyridinium chlorid, se kterym byly provadény
experimenty na stanoveni agregac¢niho Cisla. Tento zhase¢ jiz vykazoval hledané vlastnosti
a byla potvrzena lokalizace a-naftolu na povrchu micel CTAB.
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Obr. 44. Grafy zavislosti poméru intenzity emise bez zhasece Fo k intenzité emise v pritomnosti
zhasece F na koncentraci zhasece 3-jodpropanové kyseliny (3-1-P) a jodidu draselného (KI).
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Obr. 45 Grafy zavislosti doby Zivota bez zhdsece to k dobé Zivota v pritomnosti zhdsece t na
koncentraci zhdsece 3-jodpropanové kyseliny (3-1-P) a jodidu draselného (KI).
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Obr. 46 Grafy zavislosti poméru intenzity emise bez zhasece Fo K intenzité emise v pritomnosti
zhasece F na koncentraci zhasece cetylpyridiniumchloridu (CPC).
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Obr. 47 Grafy zavislosti doby Zivota bez zhdsece to k dobé Zivota v pritomnosti zhdsece t na
koncentraci zhasece cetylpyridiniumchloridu (CPC).
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla charakterizace hydratacniho obalu hyaluronanu a jeho vlivu
na micelarni komplex hyaluronanu a tenzidu. Studie probihala za pouziti dvou tenzidii, CTAB
a Septonexu. Hyaluronan byl zvolen ve tfech molekulovych hmotnostech, a to 1,75 MDa,
1 MDa a 300 kDa. K charakterizaci vzniklych komplext byly pouzity dvé fluorescen¢ni sondy
podstupujici pienos protonti v excitovaném stavu, konkrétné a-naftol a HPTS. Jako modelovy
systém k posouzeni hydratac¢nich vlastnosti slouzil systém polystyrensulfonat (PSS) — CTAB
popfiipadé Septonex. PSS byl zvolen ve dvou molekulovych hmotnostech 1 MDa a 70 kDa.

Pro posouzeni deprotonac¢nich charakteristik jednotlivych fluorofori byla méfena ustalena
a Casov¢ rozlisena fluorescence a-naftolu a HPTS v nepolarnim rozpoustédle chloroformu,
V polarnim aprotickém DMSO a Vv polarnim protickém, ve vod¢ a ethanolu.

Emisni charakteristicky o-naftolu se pro jednotlivé tenzidy liSily. Zatimco v systému
hyaluronan — CTAB dochazelo k solubilizaci fluoroforu do mezifazového rozhrani Sternovy
vrstvy, coZz se projevovalo narustem intenzity fluorescence aniontové i neutralni formy
fluoroforu, u systému hyaluronan — Septonex se a-naftol, vzhledem k poklesu intenzity
fluorescence aniontové formy a narustu intenzity fluorescence neutralni formy fluoroforu,
solubilizoval do hydrofobnich ¢asti micel. Vlivem solubilizace a-naftolu do komplexu
hyaluronan — tenzid dochazelo i ke zméné disocia¢ni konstanty pKa". V komplexu hyaluronan
— Septonex, dosahovaly hodnoty pKa." 1,99 pro 1,75 MDa hyaluronan, 2,46 pro 1 MDa
hyaluronan a 2,30 pro 300kDa hyaluronan. Tyto relativné vysoké hodnoty pKa~ byly ptitomny
také u systému PSS — Septonex a taktéz u systému PSS — CTAB. U polymeru PSS jsou tyto
hodnoty pKa~ zptisobeny absenci hydrataéni vrstvy. U systému hyaluronan — Septonex jsou tyto
hodnoty pKa  zpisobeny lokalizaci a-naftolu, ktery se, dle emisniho spektra, nachézi
Vv hydrofobni ¢asti micel, kde jiZ neni patrny vliv hydrata¢niho obalu hyaluronanu. Situace je
ovSem odliSna u systému hyaluronan — CTAB, kde jiz systém vykazuje relativné nizké hodnoty
pKa™ oproti vy$e zminénym systémim, tedy 1,78 pro 1,75MDa hyaluronan, 1,46 pro 1MDa
hyaluronan a 1,59 pro 300kDa hyaluronan. VVzhledem k lokalizaci fluoroforu se da pfepokladat,
ze hydratacni obal hyaluronanu zde pfispiva k vyssi mife disociace fluoroforu.

ZvySovani koncentrace hyaluronanu v micelarnim roztoku tenzidu nevykazovalo velky vliv
na emisni charakteristiky fluoroforu. Je zde ovSem patrny vliv celkové koncentrace tenzidu.
V systému hyaluronan — Septonex se intenzita fluorescence aniontové formy pro jednotlivé
koncentrace Septonexu snizovala. Jak jiz bylo uvedeno vyse, fluorofor je v tomto systému
solubilizovan do hydrofobniho stiedu micel, a tim padem nedochazi k jeho deprotonaci.
S rostouci koncentraci Septonexu se snizuje intenzita fluorescence deprotonované formy a roste
intenzita fluorescence neutralni formy sondy. Fluorofor pifi koncentraci 3-107% mol-dm™
Septonexu vykazoval velmi nizké deprotonacni konstanty kpt, které se pohybovaly v rozmezi
od 2,5-10°s? pro nulovou koncentraci hyaluronanu az do 4,4-10°s™ pro koncentraci
15 mg-17%. D4 se tedy piepokladat tvorba kompaktnéjsich agregatii nez v ptipadé Septonexu
2:102 mol-dm™3, kde byly hodnoty kpt az pétkrat vyssi. U systému hyaluronan — CTAB
nedochazi ani k rastu intenzity fluorescence neutralni a aniontové formy sondy pro jednotlivé
koncentrace CTAB. Vzhledem k solubilizaci fluoroforu do Sternovy vrstvy mezifazového
rozhrani by se dalo oc¢ekavat, ze vzhledem k rostouci koncentraci CTAB a hyaluronanu bude
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dochazet ke zvétSovani plochy mezifazového rozhrani a tim poroste intenzita fluorescence jak
aniontové, tak neutralni formy sondy. Ovsem i kdyZ je zména intenzity fluorescence neutralni
a aniontové formy sondy s rostouci koncentraci hyaluronanu mala, vykazuje spisSe klesajici
trend. Deprotonaéni konstanty kpt se pro 2:102mol-dm3 CTAB pohybuji v rozmezi
od 1,67-10°s* pro nulovou koncentraci hyaluronanu az po 1,96-107°s™ pro koncentraci
15 mg-17%. Pro 3-:10°2 mol-dm 2 CTAB jsou deprotona¢ni konstanty o néco vyssi, pohybuji
se v rozmezi 2,08 az 2,04-107° s1. Rovnéz priimérna doba Zivota neutralni a aniontové formy
fluoroforu je pro 2-1072 mol-dm™ CTAB vys§i. Z méfeni ¢asové rozlisené fluorescence se tedy
da prepokladat vétsi mira tvorby komplext hyaluronanu a CTAB s rostouci koncentraci jak
hyaluronanu, tak tenzidu. Da se tedy pfepokladat, ze pokud by se hydratac¢ni obal hyaluronanu
vyskytoval po celé délce jeho fetézce, dochazelo by k vyrazné€j$im zménam na deprotonacnich
charakteristikdch neutrdlni formy fluoroforu. Zde se jevi, ze je hydratani obal soustiedén
do mist v okoli zaporného néboje disociované karboxylové skupiny, kde probiha i interakce
s kladnym nabojem tenzidu, a a-naftol je solubilizovan ve vzniklém mezifazovém rozhrani.

Me¢tenim ustalené fluorescence a-naftolu a HPTS byla stanovena kritickd agregacni
koncentrace (CAC) jednotlivych tenzidii ve vztahu k hyaluronanu o koncentraci 7 mg-172.
Pro CTAB byla z poklesu intenzity fluorescence neutralni formy a-naftolu stanovena CAC
na 1-10# mol-dm™. U intenzity fluorescence aniontové formy fluoroforu nebyl pokles tak
patrny. Z poklesu intenzity fluorescence HPTS byla stanovena CAC na hodnotu
3-10~* mol-dm 3. Hodnoty CAC byly stejné pro vsechny molekulové hmotnosti hyaluronanu.
U Septonexu byl jiz patrny maly vliv jednotlivych molekulovych hmotnosti hyaluronanu na
hodnotu kritické agregacni koncentrace. Z poklesu neutralni formy a-naftolu byla stanovena
CAC na 1-10* mol-dm™2 pro 1MDa a 300kDa hyaluronan. U 1,75 MDa byla CAC posunuta
na koncentraci 8-10° mol-dm™3. Zpoklesu HPTS byla stanovena hodnota CAC
8:10° mol-dm™ pro 1,75 MDa hyaluronan, stejné jako v piipadé a-naftolu. Pro 1 MDa
hyaluronan ¢inila CAC 1-10~* mol-dm™ a pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 300 kDa
¢inila hodnota CAC 3-10* mol-dm3.

Celkové dochazelo pii méteni ustalené fluorescence HPTS k prudkému poklesu intenzity
fluorescence, patrné vlivem statického samo-zhaseni, hned po dosaZeni kritické micelarni
koncentrace. V méfeni ¢asove rozliSené fluorescence je patrny maly rozdil mezi jednotlivymi
tenzidy. Primérna doba Zivota aniontové formy HPTS pro nejvétsi koncentraci CTAB ¢inila
6,01, 6,22 a 6,40 ns pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 1,75 MDa, 1 MDa a 300 kDa.
U Septonexu s nejvyssi koncentraci ¢inila primérna doba zivota podobné jako u CTAB 6,02 ns
pro 1,75MDa a 5,91 ns pro 1MDa hyaluronan. U molekulové hmotnosti 300 kDa dochazelo
u Septonexu k vyrazné nizsi primérné dobé zivota ArO~ (4,88 ns). Da se tedy prepokladat
snizeny vliv hydratace hyaluronanu na fluorofor HPTS bud vlivem odlisné lokalizace
fluoroforu nebo vlivem odlisné struktury celého komplexu hyaluronan — Septonex.

Déle bylo stanoveno agregatni Cislo Septonexu. ZhaSenim pyrenu pomoci zhaSece
cetylpyridinium chloridu (CPC) bylo uréeno agrega¢ni ¢&islo 6-1072 mol-dm™2 Septonexu
na 104. Agregacni Cislo mélo byt pouzito v dal§ich experimentech na stanoveni pozice
a-naftolu v micelach Septonexu pomoci jodovych derivati. Pro CTAB je jiz agregacni Cislo
znamo. OvSem pifi méfeni zhaSeni fluorescence jodovymi derivaty v micelaich CTAB
nedochazelo k poklesu intenzity fluorescence emisniho zafeni ani ke zménam v dob¢ zivota

76



fluoroforu. Jodové derivaty nevykazovaly pozadované vlastnosti ani v miceldch Septonexu.
Pro potvrzeni lokalizace a-naftolu byl zvolen zhase¢ obsahujici chlor, tedy jiz vySe zminény
cetylpyridinium chlorid. Tento zhase¢ by se mél svoji strukturou zaclenovat do struktury micel
tak, ze hydrofobni fetézec bude kopirovat pozici hydrofobniho fetézce tenzidu a ¢ast obsahujici
chlor bude na povrchu micely. Pfi méfeni dochézelo ke statickému zhaseni a-naftolu, ¢imz byla
potvrzena jeho lokalizace v CTAB.

Z méfeni plyne vliv hydratacniho obalu na latky solubilizovany v mezifazovém rozhrani
Sternovy vrstvy komplexu hyaluronan — tenzid. Hydrata¢ni vrstva ma také vliv na formovani
komplexu, pied dosazenim kritické micelarni koncentrace. U fetézce hyaluronanu je tato
hydratacni vrstva pravdépodobné fokusovana do okoli disociovanych karboxylovych skupin
a neni tedy rovnomeérné rozprostiena po celé jeho struktute.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ESIPT
ESPT
ESDPT
Hya
PSS
CMC
CAC
PAL
CTAB
HPTS
3HNA
3HQ
TCSPC
CFD
TAC
PGA
PVA
SDS
Triton X-100
DMAC
DMF
PMMA
TEA
EtOH
DMSO
CPC

Kl
3-1-P
NpOH
NpO~
ArOH
ArO™

84

excited state intramolecular proton transfer
excited state proton transfer (intermolecular)
excited state double proton transfer
hyaluronan

polystyrensulfonat

kriticka micelarni koncentrace

kriticka agregacni koncentrace
povrchové aktivni latky
cetyltrimethylammonium bromid
1-hydroxypyren-3,6,8-trisulfonat
3-hydroxynafotlové kyselina
2-aryl-3-hydroxychiolinon

time correlated single photon counting
constant function discriminator

time to amplitude convertor
programmable gain amplifier
polyvinylalkohol

dodecylsulfat sodny
polyoxyethylen(9,5)oktylfenol
dimethylacetamid

dimethylformamid
polymethylmethakrylat

triethylamin

ethanol

dimethylsulfoxid

cetylpyridiniumchlorid

jodid draselny

3-jodpropanova kyselina

neutralni forma naftolu

aniontova forma naftolu

neutralni forma fluoroforu

aniontova forma fluoroforu

kvantovy vytéZzek

rychlostni konstanta zativého ptrechodu
rychlostni konstanta nezatfivého pfechodu
konstanta stability komplexu

intenzita fluorescence v pritomnosti zhasece



Si

Ti
CPS
Kd, Kpt
kdiss
kl’
pKa
pKa
AG°
AG™

*

intenzita fluorescence bez zhasece
deprotonacéni konstanta

doba Zivota bez zhasece

doba zivota v pfitomnosti zhasece

pomér koncentrace zhasece a micel

agregacni Cislo

koncentrace tenzidu

koncentrace zhasSece

kritickd micelarni koncentrace

vlnova délka

doba Zivota fluoroforu

parametr fitovan (Casové rozliSena fluorescence)
predexponencialni faktor

singlet

triplet

counts per second

deprotonacni rychlostni konstanta

disociacni rychlostni konstanta

rychlostni konstanta rekombinace

disociacni konstanta v zdkladnim stavu
disociacni konstanta v excitovaném stavu
standardni Gibbsova energie v zakladnim stavu
standardni Gibbsova energie v excitovaném stavu
standardni molarni entropie v zakladnim stavu
standardni molarni entropie v excitovaném stavu
rovnovazna konstanta zakladniho stavu
rovnovazna konstanta excitovaného stavu
Planckova konstanta

Avogadrova konstanta

univerzalni plynova konstanta
termodynamickd teplota

rychlost svétla
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10 PRILOHY
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Obr. 48 Emisni spektra o-naftolu v systému hyaluronan (1,75 MDa) — CTAB s rostouct

koncentraci CTAB (1 — 19).

Itenzitra (PCS)

7E+07

6E+07 A

5E+07 A

4E+07 A

3E+07 A

2E+07 A

1E+07 A

OE+00

320

360

Obr. 49 Emisni spektra

koncentraci CTAB (1 — 19).
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a-naftolu v systému hyaluronan (1 MDa) — CTAB s rostouci
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Obr. 50 Emisni spektra o-naftolu v systému hyaluronan (300 kDa) — CTAB s rostouci
koncentraci CTAB (1 — 19).
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Obr. 51 Zavislost intenzity NpO~ na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro CTAB
o koncentraci 5-102 mol-dm™2 (7 mM), 7-1072 mol-dm™3 (5 mM) a 1-10~2 mol-dm ™3 (10 mM).
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Obr. 52 Zavislost intenzity NpOH na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro CTAB
o koncentraci 5-1072 mol-dm™2 (T mM), 7-10~2 mol-dm™3 (5 mM) a 1-10~> mol-dm3 (10 mM).
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Obr. 53 Emisni spektra o-naftolu v systému hyaluronan (1,75 MDa) — Septonex s rostouci
koncentraci Septonexu (1 —19).
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Obr. 54 Emisni spektra a-naftolu v systému hyaluronan (1 MDa) — Septonex s rostouct
koncentraci Septonexu (1 —19).
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Obr. 55 Emisni spektra a-naftolu v systému hyaluronan (300 kDa) — Septonex s rostouci
koncentraci Septonexu (1 —19).
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Obr. 56 Zavislost intenzity NpO~ na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro Septonex
o koncentraci 51072 mol-dm™3 (T mM), 7-10~2 mol-dm™3 (5 mM) a 1-10~2 mol-dm3 (10 mM).
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Obr. 57 Zavislost intenzity NpOH na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro Septonex
o koncentraci 51072 mol-dm™3 (T mM), 7-10~2 mol-dm™2 (5 mM) a 1-10~> mol-dm™3 (10 mM).

90



1,8E+08

1,6E+08 -

© o BN

1,4E+08

w

©

11
1,2E+08 { 3
15
17
19

B e
> N O

=
o

1,0E+08 -

=
0o

8,0E+07 A

6,0E+07 -

Itenzitra (PCS)

4,0E+07 A

2,0E+07 4

0,0E+00 =—— T T T i
320 360 400 440 480 520 560

D

Obr. 58 Emisni spektra a-naftolu v systému PSS (1 MDa) — CTAB s rostouci koncentraci CTAB
(1-19).
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Obr. 59 Emisni spektra a-naftolu v systému PSS (70 kDa) — CTAB s rostouci koncentraci CTAB
(1-19).
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Obr. 60 Emisni spektra a-naftolu v systému PSS (1 MDa) — Septonex s rostouci koncentracit
Septonexu (1 — 19).
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Obr. 61 Emisni spektra o-naftolu v systému PSS (70 kDa) — Septonex s rostouci koncentraci
Septonexu (1 —19).

92



1,4E+08

1,2E+08

1,0E+08

8,0E+07

6,0E+07

Itenzitra (PCS)

4,0E+07

2,0E+07

0,0E+00
460 480 500 520 540 560 580 600
A (nm)

Obr. 62 Emisni spektra HPTS v systému hyaluronan (1,75 MDa) — CTAB s rostouci
koncentraci CTAB (1 — 19).
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Obr. 63 Emisni spektra HPTS v systému hyaluronan (1 MDa) — CTAB s rostouci koncentracit
CTAB (1-19).
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Obr. 64 Emisni spektra HPTS v systému hyaluronan (300 kDa) — CTAB s rostouct koncentraci
CTAB (1-19).
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Obr. 65 Emisni spektra HPTS v systému hyaluronan (1,75 MDa) — Septonex s rostouci
koncentraci Septonexu (1 —19).
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Obr. 66 Emisni spektra HPTS v systému hyaluronan (I MDa) — Septonex s rostouct
koncentraci Septonexu (1 —19).
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Obr. 67 Emisni spektra HPTS v systéemu hyaluronan (300 kDa) — Septonex s rostouci
koncentraci Septonexu (1 —19).
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Obr. 68 Zavislost intenzity ArO~ HPTS na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro CTAB
o koncentraci 5-1072 mol-dm™3 (T mM), 7-10~2 mol-dm™3 (5 mM) a 1-10~2 mol-dm3 (10 mM).
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Obr. 69 Zavislost intenzity ArO~ HPTS na koncentraci hyaluronanu (1,75 MDa) pro Septonex
o koncentraci 51072 mol-dm™3 (T mM), 7-10~2 mol-dm™2 (5 mM) a 1-10~? mol-dm™3 (10 mM).
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