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ABSTRAKT

V diplomové praci byla studovanacasow-rozliSena fluorescence v systéemu
polymer-tenzid. Nejtive byla studovana agregd Cisla vybraného
kationtového (cetyltrimethylamonium bromid), aniowého (dodecylsiran sodny) a
neionogenniho (Triton X-100) tenzidu pomoci steatite ataso¥ rozliSené fluorescence a
tyto dw¥ metody byly srovnany. Bylo zji&ho, Ze steady-state metoda dava vzdy nizsi
hodnoty agregmich cisel nez casow-rozliSena metoda a Ze steady-state metoda neni
pouzitelna pro fesné stanoveni agregeéch cisel o vysokych hodnotach a ve vzorcich
obsahujicich rozpudty kyslik. Déale byl studovan vliv ffdavku nativniho hyaluronanu
k ttmto tenzidim. Byla sledovana zéma agregéniho cisla tenzid a vliv hyaluronanu na
procentualni zastoupeni dynamického a statickéldSerii. Hyaluronan ovlivoval agregeéni
¢islo tenzidi cetyltrimethylamonium bromidu a Tritonu X-100. Babylo zjis€no, Ze
hyaluronan zvySil procentudlni zastoupeni dynantiokéhaSeni u cetyltrimethylamonium
bromidu a u Tritonu X-100. Vifpact dodecylsiranu sodného byl pyren zhaSen efektivni
sférou a zastoupeni dynamického zh&Seni bylo vategdtému zanedbatelné.

Déle byla studovana relativni pozice pyrenu v néckl cetyltrimethylamonium bromidu,
dodecylsiranu sodného a Tritonu X-100. Bylo Zji$t, Ze se pozice pyrenwen s ndbojem a
strukturou micely. Také bylo zkouméano, jak sénimprocentualni zastoupeni dynamického
zhaSeni v micelach §znym nabojem i zhaSeni jodovymi derivaty. Ve vSechigmdech
bylo vypaiteno \&tSinové zastoupeni dynamického zhaSeni v systémpalukbnan nergl
Zadny vliv na zhaSeni v dodecylsiranu sodném.

ABSTRACT

In this diploma thesis was studied time-resolvedéscence in polymer-surfactant system.
At first aggregation numbers of cationic (cetyltethylammonium bromide), anionic
(sodium dodecylsulfate) and nonionic (Triton X-1@@Q)factants were studied by steady-state
and time-resolved fluorescence spectroscopy. These methods were compared.
Aggregation numbers by steady-state method werayslMower than aggregation numbers
measured by time-resolved method. Steady-state aahetif determination aggregation
numbers is useless for surfactants with high aggr@y number and for aerated samples.
Addition of hyaluronan to surfactant system waddigtd. There was observed change in
aggregation number after addition of hyaluronan ahdnge in percentage of dynamic
quenching after addition of hyaluronan. Hyaluronafiected aggregation number of
cetyltrimethylammonium bromide and Triton X-100. diyronan increased percentage of
dynamic quenching in cetyltrimethylammonium bromided in Triton X-100. Pyren in
sodium dodecylsulfate was quenched by sphere aebraatith negligible percentage of
dynamic quenching and addition of hyaluronan haeéffect on quenching.

As next goal of this thesis, the determinationhef position of fluorescence probe pyrene in
cetyltrimethylammonium bromide, sodium dodecylsi@dfand Triton X-100 micelles was
chosen. Position of pyrene changed with chargestmtture of micelles. Next was studied
how percentage of dynamic quenching by iodide camge changes with different charge of
micelle. In all cases majority of dynamic quenchivags calculated.
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1 UVOD

Vybaveni proc¢asow rozliSenou fluorescenci se v posledni &abalo nedilnou saasti
laboratdi zabyvajici se fluorescéni spektroskopii nebo n#glad burgcnym i
molekularnim zobrazovanim. Doba Zivota je jednaejrilezitéjSich vlastnosti fluoroforu a
diky pokrailym technologiim a tedy i#znivéjSi cert instrumentace préasow rozliSenou
fluorescenci, respektive pro tzv. time-correlatethge photon counting — neboli
TCSPC - tedy detekci jediného fotonu, je tato matéuloce vyuZivana nejen pro stanoveni
doby Zivota fluoroforu.

Pro¢ je ukeni doby Zivota tak idezité? Doba Zivota fpdstavuje pmmérny cas, ktery
fluorofor setrva v excitovaném stavu. Po tuto domize v excitovaném stavu dojit kjaké
reakci nebo difuzi. Bkteré z échto informaci se mohoutipméreni klasické steady-state
fluorescence ztracet, protoZze intenzita steadysthiorescence je v podstasowtinem
intenzity budiciho z&ni a pamérné doby Zivota. Ve &sSiné méreni neni naktena jen jedna
doba Zivota, ale dkolik. V téchto gipadech se dkteré informace {) steady-state steni
ztraci. Napiklad makromolekuly mohou &nit konformaci hem doby Zivota fluoroforu.
Fluorescetini sonda nebo zika vazana na proteintbe vykazovat p caso¥ rozliSeném
meieni vice dob Zivota, tedy vice konformaci makrorkale Pokud by v tomtoifjpads byla
meéiena pouze steady-state fluorescence, byla by obalfdeuze prmérna hodnota intenzity
fluorescence vice dob Zivota.

Meéefenim steady-state fluorescence neni mozno odjesili, jde o dynamické nebo statické
zhéSeni. Of je obdrZzena pouze jpnérnd hodnota intenzity fluorescence. Pokud jgena
steady-state tasow rozliSena fluorescence, je moznteqe urcit, z jakeé ¢asti se jedna o
statické a z jakéasti o dynamické zhaseni. &hto informaci Ize dale néglad vypaitat
mnozstvi fluorescemi sondy dostupné molekulam zhése



2. TEORETICKA CAST

2.1. Molekularni absorpéni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Zaklady molekularni absotpi spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné a$ii spektra
byly polozeny jiz okolo roku 1670 britskymédcem sirem Isaacem Newtonem. Newton
objevil, Ze se sitlo sklad4 ze spektra barev, a to od fialové bgrgyervenou. UV/VIS
spektrofotometrie umdaitije nagiklad identifikaci néfeného vzorku nebo takéceni slozeni
absorbujicich komponent.

2.1.1. Princip molekularni absorpéni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Molekularni absorgni spektrofotometrie v UV/VIS i absorpci zéeni v ultrafialové
(UV) a viditelné (VIS) oblasti sstelného spektraredénymi roztoky molekul, coZz znamena,
Ze se P meéreni vyuziva ubytku intenzity ¥éni, ktery vznikne absorpci isdi neérenym
vzorkem. Bi interakci molekuly se Zénim dochazi k energetickym #nam v elektronovych
orbitalech a dochazi kechodu elektronu do excitovaného stavu. Oblast knbleve které
jsou lokalizovany elektronovéigchody v pitbéhu absorpce zéni, se nazyva chromofor.
Chromoforem miZze byt napiklad hydratovany kation, komplex nebo seskupeimat
v organické molekule.

2.1.2. Zakladni veli¢iny

Na kyvetu obsahujici roztok vzorku dopadégatok lo. Prosly zéivy tok | je zeslaben o
odrazené, rozptylené a absorbovanéé

2.1.2.1. Transmitance
TransmitanceT, je relativni¢ast prodlého zéni.Casto se uvadi v procentech:
T =|'— neboT = |I_ [100(%) (1
0 0
kdelo je dopadajici zévy tok al je prosly z&vy tok.
2.1.2.2. Absorbance
Absorbance, nebo také extinkce, je zaporny deksidagaritmus transmitance:
A=-logT =- Iogll— (2)
0
Pokud je absorpce &ni nulova, transmitance je jednotkova (100%).



2.1.2.3. Lambert — Beeniv zakon

Lambert — Bedlv zdkon udava vztah mezi intenzitou dopadajicihpr@lého z#eni,
délkou absorbujici vrstvy a koncentraci¢teného vzorku (analytu). Absorbanci Ize
matematicky definovat jako (Obr.[1):

A=¢cll¢ (3)
kde £ je molarni absofmi koeficient (konstanta je definovana pro dandkué&a danych
podminek p urcité vinové délce)l je tlou§’ka absorbujici vrstvy @iSinou tlougka kyvety)
ac je koncentrace steného vzorku. Absorbance je bezr@ena veltina a je pimo Unerna
koncentraci a tlou¥e absorbuijici vrstvy.

Obr. 1 Absorpce sételného paprsku prochazejiciho kyvetou, kde Idopadajici zévy tok,
I, je proSly zéivy tok, c je koncentracedieného vzorku, | je opticka drahai& kyvety) axr
je absorghi koeficient (charakterizuje, jak lehce materi@bo medium propusti &elny
paprsek)2]

Lambert - Bealv z&kon plati pouze praekné roztoky, pro monochromatickéredi, a to
v homogennich i heterogennich systémech. V homadgenn v nékterych heterogennich
systémech je zavislost absorbance na koncentraorkwz linearni, ale vé&kterych
heterogennich systémech (fi&fad v koloidnich roztocich) dochéazi k odchylkand o
linearniho pithbéhu zavislosti absorbance na koncentraci vzorkuewtivdifizniho rozptylu
z&eni. Absorbance roztoku je v podstatnérna p@tu absorbujicicltastic a zavisi na jejich
povaze.

2.1.3. Absorpéni kiivky v UV a VIS

Absorgni kiivky predstavuji zavislost absorbované nebo praméSizd&ivé energie na
vinové délce @), vinoctu nebo kmitdtu. Obvyklym zaznamem je alefikka zavislosti
absorbované #&é energie na vinové délce (Obr. 2). Oblasti extrich bod na Kivce maji
obvykle Gaussovsky (symetricky) ix¢h a odpovidaji typickym elektronovymqehodim
v molekule.
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Obr. 2 Absorp’ni spektrum v UV a VIS

VEtSi paet extremnich badna absorgni kiivce je dikazem ¥tSiho p@tu elektronovych
piechodi v absorbujici molekule, existenceétdiho pdtu struktur téZe latky nebogtdiho
poctu riznych absorbujicich analyt roztoku za danych podminek.

Na absorpni kiivky maji vliv rizné faktory. Nafiklad zvySeni teploty posouvé.x blize
k cervené oblasti viditelného spektra. Vysoka koneadr inertnich soli #mi tvar
absorgnich spekter. DalSimi faktory, které maji vliv nasargni spektra, jsou vliv tenzid
vliv rozpoustdla a instrumentalni vlivy.

2.2. Luminiscenéni spektrometrie

2.2.1. Fotoluminiscence

Po absorpci primarniho f&ni molekulou mZze dojit k emisi sekundarniho reai
z excitovanych molekul. Tento jev se nazyva fotahietence. B absorpci zéeni gechazi
elektron ze zakladni singletové hlading 8o excitovaného stavu (singl&’, pripadré

triplet T,'). Obeci se elektronové stavyld na singletové a tripletové (Obr. 3):
Singletovy stav: Dvojice elektrégrma op&ny (antiparalelni) spin.
Tripletovy stav: Dvojice elektranma stejny (paralelni) spin.

Podle toho, z kterého 2ahto dvou stalv se elektron navraci do zakladniho stawiiinae
fotoluminiscenci ndluorescenciafosforescenci

11
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zakladni singletovy  excitovany singletovy excitovany tripletovy

Obr. 3 Z&kladni singletovy, excitovany singletovy a exeity tripletovy stav

2.2.1.1. Fluorescence

Termin fluorescence byl poprvé pouzit sirem Geordeatrielem Stokesem v jeho praci
zroku 1852. Termin fluorescence byl odvozen z wamineralu fluoritu, ktery emitoval
modrou fluorescenci.

Po absorpci Zéni se excitovana molekula navraci do zakladnibwustza sotasného
vyz&eni fotonu. Tentoi@chod se nazyv&ivy prechod Jednim z tyf z&ivého fechodu je
piechod elektronu z excitovaného stavu d® zakladniho stavu,STento jev se nazyva
fluorescence Elektron se riwze zdive vratit do z&kladniho stavu pouze z nejnizsi vibia
hladiny. Pokud se excitovany elektron nachazeklkaré z vysSich vibtmich hladin,
piechdzi do nejnizsi vibkai hladiny gechodem, ktery je nazyvamit/ni konverzenebo
vibracni relaxace Jednd se o nedé prechody. Excitovany elektron, kteryrgsel do
tripletového stavu, seime dodanim energie znovu dostat do singletovéhm Sa Ze stavu
S, se elektron vraci do zakladniho stawuz8 sodasneho vyz@ni fotonu a je pozorovana
zpozdna fluorescenc€Obr. 4). Z toho plyne, Ze proces zp&ié fluorescence je analogicky

k mezisystémovémuiechodu z $do T, pouze probiha opag.

2.2.1.2. Fosforescence

Muze nastat situace, kdy prdime nezfivy prechod ze singletového stavy 1% hladinu
T1, kdy je gechod spojen se zZmou spinového stavu. Tent&jdse nazyvanezisystémovy
singletového stavu s vysSimi hladinami tripletovésiavu. Z tripletového stavu;Tse
excitovany elektron navraci do zkladniho stayuz& sodasné ztraty energie ve foém
fotonu. Tento § se nazyvdosforescenc€Obr. 4). Tripletovy stav molekuly ma nizsi energi
nez gislusny singletovy excitovany stav, takzeghod do zakladniho stavu je spojen s emisi
z&eni o delSi vinové délce, ne#i fluorescenci. Protoze molekula setrvava v triglém
stavu pondrné dlouho, niize ztratit svou energii snaze jinymi pochody negfdmescenci,
nag. kolizi s molekulami rozpou&d|ia.
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Obr. 4 Jabtaiskiho diagram — energetickggehody pi vzniku fluorescence a fosforescence.
Prechody: VR — vibréni relaxace, VK — vnihi konverze, MP — mezisystémoxgagmod

Luminiscerini z&ivy tok roste s mnozstvim absorbovanéhéend kvantovym vyzkem
luminiscence (tj. pokrem udavajicim piet emitovanych fotoin a absorbovanych fotén
Luminiscenci nefiznivé ovliviiuje vysSi teplota, ktera zvySuje prépddobnost nezévych
prechodh [4].

Fluorescence i fosforescence trva i p@rpSeni budiciho #éni. Rozdil je vtom, Ze
fluorescence, ktera se vyskytuje hlawnparach, kapalinach a roztocich, td@® az 10° s

po ukorgeni osetlovani, kdeZto fosforescence trva2#7 rékolik hodin, popipads i dni[6].

2.2.2. Emisni a excita&ni spektra molekul

Emisni a exciténi spektra jsou zaznamenavana pomoci spektrofletmmJe-li néfena
zavislost intenzity fluorescence (luminiscence) kitém rozsahu vinovych délekftip
konstantni excitni vinové délce, je tato zavislost nazyvamisnimspektrem. Je-li grena
zavislost intenzity fluorescence pritzné exciténi vinové délky pi konstantni emisni vinové
délce, je toto spektrum nazyvaercita‘ni.

2.2.2.1. Emisni spektrum

Emisni spektrum je vizném vytZzku excitovano kteroukoliv vinovou délkou v oblasti
excitatniho spektra a je ovlivmo riznou citlivosti detektoru v zavislosti na vinovéade
Existuji 3 druhy emisnich spekte}:
1) Atomova neboli¢arova spektra:

Jsou emitovana volnymi atomy v plynném stavu. Koemituji ¢ary ve viditelné
spektralni oblasti (vlivem nizkého ioni&dho potencialu) a nekovy emitugary
v ultrafialové oblasti pod 200 nm (vlivem vysokébaizainiho potencialu).

2) Molekulova neboli pasova spektra:
Sestavaji z mnoha blizko sebe ugrigthcar, které splyvaji v pasy
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3) Kontinualni spektra:
Vyzatuji je pevné, kapalné i plynné latky. Vypaani je rozdleno nepetrzit na cely
rozsah vinovych délek a toto rageni zavisi na teplét

2.2.2.2. Excita¢ni spektrum

Excitaéni spektrum je v podstatzjednoduSené absd@rmi spektrum analytu, protoze jen
n¢ktera absorni maxima vyvolavaji fluorescenci. Intenzita exéitdho maxima je totozna
s intenzitou absotmiho maxima fi konstantni intenz# emise zdroje v daném rozsahu
vinovych délel 3].

2.2.3. Doba Zivota fluorescence a kvantovy vgfek

Mriviw s

fluoroforu. Kvantovy vygzek je pomdr poctu emitovanych fotolh a pdtu fotomi
absorbovanych. Doba Zivota fluoroforucuje dobu, po kterou je fluorofor schopny
interagovat nebo difundovat v jeho ptesti. VSechny interakce v excitovaném stavu se
nésleds projevi na emisi tohoto fluoroforur@&levsim je sousdina pozornost na to, jakym
zpiasobem se fluorofor dostaneéto zakladniho stavu, konkrétjestli se fluorofor vréati do
zakladniho stavu #&ym nebo nezévym prechodem nebo kombinaci obotephodi. Takze

Jak jiz bylo zmiano vySe, kvantovy vy¥ek gedstavuje porr poctu emitovanych a
absorbovanych fotdn Rychlostni konstantyk a k  predstavuji depopulaci excitovaného
stavu, takZe podil fluoroforu vracejiciho se dil&iwwmu gechodu, tedy kvantovy wiek,
muze byt znazorn rovnici:

K

Kk +k_ (4

Z rovnice 4 plyne, Zze kvantovy Wiek se bude blizit jedné, pouze pokud rychlostni
konstanta z&ého pechodu bude mnohemétéi nez rychlostni konstanta né&zého
piechodu. Jedna z molekul, kterd ma kvantovyaek blizky jedné je fluorescéni sonda
znéma jako perylen.

Doba Zivota fluoroforu je definovana jakoupwrna doba stravena v excitovaném stavu
vzhledem Kk rychlosti jeho fpchodu do z&kladniho stavu. KdyZz zde bude vychazeno
z chemické kinetiky a bude zvolertesény roztok, ktery obsahuje latku A o koncentraci
[A] (mol/dnT) a tento vzorek bude excitovan kratkym pulzem, walase O tento puls Apobi, Ze
piejde utity pocet molekul A do excitovaného stavly”. Tyto molekuly se naslednmavraci do
zakladniho stavu hii z&ivym nebo nezévym prechodem nebo éma typy fechodi. Rychlost
vyhasinani excitovanych molekuliire byt vyjadena nasledujici rovnici:

_@:(kr +K1r)|:AD} (5)
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Resenim rovnice 5 je:

[=[a%, o0 -

kde 7g je doba Zivota excitovaného stavu a je dana révnic

=1 (7)
kl’ + knr
Pokud jedinou moznosti deexcitace j&gaprechod z hladinyG, do S;, tedy emise fluorescence,

rovnice pro dobu Zivota zi tvar na:

I, =—

r kr (8)
Doba Zivota, ktera je tena pouze reciprokou hodnotou rychlostni konstaatiyého gechodu, se
nazyvéa pirozena doba Zivota (natural nebo intrinsic life#djnTato doba Zivota tize byt teoreticky
spaitana z absokmiho spektra, extirdniho koeficientu a emisniho spektra fluoroforu pomo

Strickler-Bergova vztah[i7], [25],
|:, Z dl7 v, )dv,
1 -2 88x 10902 I ) Ve ()7,

— , (9)

kden je index lomu,& je molarni abson‘ml koeficient a proF,7 (17,:) plati vztah:

j F (Ve) Ve = @ (10)
Sloufenina Vzorec Rocpouitédlo (teplota) &y g (ns)
Banzen T""‘% Etznol {183 K 04 31
s
. o Etznel (283 K) 021 27
Naftzlen gy I J
= [ ] Cyklohensn (103K 010 96
S,
Adtrzcen T Etznol (283 K) 037 51
I Cyklohex=n (293K) 030 524
N T S T - ¢
Parylen e n-Hemzn 0.98
NP N Cyklohemn (293 K) 078 g
P N
e
Pyren rf’“w Etznol (293 K) 065 410
e M Cykloheman (293 K) 065 450
p@
e e
L)
) Etznol (283 K) 013
Fenzntren " wHepten (283K) 016 060
L Dolymernd film 0,12

Obr. 5 Priklady fluorofo, jejich kvantove vgkky fluorescenced§) a doby Zivotax,) [4]
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2.2.4. Zhaseni fluorescence

ZhaSeni fluorescencerguistavuje jakykoli proces snizZeni intenzity flucesse vzorku.
Zhaseni vychazejici z koliznich tetfi mezi molekulami fluoroforu (latka schopna
fluorescence) a zha&e se nazyvé@lynamickézhaseni. Jestlize se molekuly fluoroforu vazi na
molekuly zhaS&e, nazyva se toto zhasestatické Zhaseni vSeobeé&rbylo a je intenziva
studovano v souvislosti s biochemickymi systémy.zhaSeni fluorescence v biologickych
systémech je mozno zjistitkteré informace o molekulach, mezi kterymi ke znaskchazi
nebo o prosedi, ve kterém ke zh&Seni dochazi. V podstistavame informace o
piislusném donor-akceptorovém paru, coiedstavuje molekuly nebo charakteristické
skupiny molekul, které jsou schopny darovat netipnput nagiklad energii nebo elektron,
z¢ehoz donorem je molekula poskytujici energii a pkm@m je molekula tuto energii
piijimajici. Pokud se vybere spravny donor-akceptgnodr je mozno odhalit umésti latky
v membrafs buiky [41] nebo Ize najklad ugit vzdalenost mezi dima misty molekuly
proteinu,¢imzZ Ize charakterizovat skladani proteitev protein foldind48], [49].

2.2.4.1. Zhase&te fluorescence

Siroka fada latek se chova jako zh&3guorescence. Jednim z nejzn#iich zhaden
fluorescence je molekularni kyslik, ktery zhaSi &&nvSechny znamé fluorofory.
Nejprav@podobrjSim mechanismem zhasSeni fluorescence kyslikemejgtiny piechod
fluoroforu do tripletového stavu, tedy mezisystésngyechod fluoroforu. V roztocich je
tripletovy stav zhaSen s maximalni efektivitou, Zekfosforescence neni pozorovana.
Aromatické a alifatické aminy jsou také efektivninzhdsei fluorescence &tSiny
nesubstituovanych aromatickych uhlovadiktikladem niize byt antracen, ktery je efektivn
zhaSen dietylanilinen{17]. V piipadt antracenu a dietylanilinu se formuje excitovany
komplex zvany exciplex. K formovani exciplexu dozhgroto, Ze fluorofor v excitovaném
stavu pijme elektron z aminu. V nepolarnich rozpagdéch miZzeme tento proces
klasifikovat jako reakci v excitovaném stavu, pagosamotna fluorescence exciplexu byva
pozorovana, kdezto v polarnich rozp@d#tch je fluorescence tohoto exciplexu zhaSena,
takZe se interakce mezi antracenem a diethylanilijeei jako klasické zhaseni.

DalSim typickym procesem tipkterém dochazi ke zhaseni, je efektkého atomu. Pt
sem nafiklad jod nebo brom. Halogenované sleniny jako jodbenzen, trichloretanol nebo
brombenzen zh&Si mechanismem dynamického zh&Seniképitola 2.2.4.2). ZhaSeni
vétSimi halogeny jako bromidy a jodidy e vyustit k mezisystétmovémurgehodu do
tripletového stavu, ktery je #poben “spin-orbit couplingem” (vzajemna interakce
magnetickych momeiat spinového pohybu elektréna orbitalniho pohybu elektrén
excitovaného fluoroforu a haloger[d 8], [26]. Mechanismus zhaSeni je prapddobr
odliSny pro slogeniny obsahujici chlor. Indoly, karbazoly a jejadérivaty jsou velice citlivé
na zh&seni chlorovanymi uhlovodiky a tzv. elektkgmoi “scavengery” jako protony,
histidin, cystein, fumarat,NO;, C/**, PB* ,Cd" aMfi [19]. Zh&Seni amito latkami

pravdépodobré zahrnuje penos elektronu z fluoroforu ke zhége

DalSimi zhas& fluorescence riizou byt puriny, pyrymidinyN-methylnikotinamid nebo
N-alkylpyridinium. Nagiklad pyren nize byt zhaSen cetylpyridinium chlorideasto je u
téchto aromatickych slaenin pozorovano jak statické tak i dynamické zhg3eate komplex
v zakladnim stavu tweny @i statickém zhaseniiie byt velice stabilni.

ProtoZe spousta molekul se chova jako zha®aize byt lehce vybran vhodny par
fluoroforu a zhase. Nekteré zhasee mohou byt vysoce selektivni procity fluorofor.
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Selektivita casto zalezi na mechanismu zhaSeni, ktery zase bémeet na chemickych
vlastnostech jednotlivych molekul.
Dale je mozno roz#lit zh&Seni fluorescence do Sestity]:

1) Koncentraéni (samo)zhaseni fluorescence (Vavilov)

Od uckité mezni koncentrace, c(prahova koncentrace analytu) dochazi k poklesu
kvantového vyZzku fluorescence. Wsledkem jsou neelastické srazky excitovanych
molekul s molekulami analytu v zakladnim stavu (mibZtaké asociace molekul).
Molekuly analytu absorbuji #éni, ale neemituji. Energie je disipovana formaueteé
energie.

2) Vnit¥ni konverze molekul

V dusledku kolizi excitovanych molekul s neexcitovanydochézi ke ztrét energie
excitované molekuly na nezée formy energie. Ztraty se zvysuji s rostoucidep, dale
ztraty zavisi na koncentraci molekul, na viské&zrdztoku apod.

3) Vnitini filtra éni efekt prvniho druhu:

Detektor spektrofluorimetru detekuje emistead pouze z centraldasti kyvety (z jejiho
stredu). Nez dopadajici #ni dosahne &du kyvety, znéna cast dopadajiciho ¥éni je
absorbovanaipd dosazenim centralsasti kyvety. Tento efekt ma za nasledek snizeni
intenzity fluorescence.

4) Vnit¥ni filtra éni efekt druhého druhu:

Obsahuje-li roztok dalsi chromofor, ktery absorbsygtlo pii blizké vinové délce jako
fluoreskujici produkt analytu, tak se chromofor hgako filtr, ktery k produktu analytu
propusti jertast dopadajiciho zéni.

5) Strukturni a konfigura éni zmény molekul (organickych):

Prevod molekuly do tripletového stavu (tvorba volnébaadikdlu s neparovymi
elektrony, ktery je velmi reaktivni).f€chod na slozfSi sloweniny (dimery). Vzniklé

sloweniny nemusi fluoreskovat.fiPstrukturni a konfiguréni zméné miaze excitovana
molekula pejit do zakladniho stavu bez emise novéherzia K tomu jsou nachylné latky

s volrgjSi strukturou, vold ot&ivé casti molekul. Dochazi k degradaci elektronové
energie na vibrani energii.

6) Vliv cizich ionti:
Pokles kvantového w§zku fluorescence vifiomnosti cizich iont a latek. Stupezhaseni
roste s polarizovatelnosti  respektive s deformiaiJi s rostouci  kovalentni
charakteristikou.
Zha3eni aniontyF" < NO;, < SG~ < ax (COO) < Cl< Br< SCN< -
Zhaseni kationty: Cu®,Ni*" ,F&" [F& ,Mi" (kationty s neobsazenymi d-orbitaly;
Mn*,Fe" ,Hg" < UQ"' < Co, Nk F&< Ck C¥)

Dusledkem je pohiceni elektronu ze vzbuzené hladingréskujiciho chelatu analytu
v neobsazeném d-orbitalu, coZz mé& za nasledek zm@mioxnavratu excitovaného
elektronu do zakladni hladiny.

Pro (tely této prace bylo k podrobgimu vyswtleni vybrano zhaseni dynamické a zhaseni
statické.
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2.2.4.2. Dynamické zhaseni
Dynamické zh4aSeni e byt popsano Stern-Volmerovou rovnici:

%:1+kq%[Q]:1+ Ko[Q| (11)
kde F, a F jsou intenzity fluorescence v né&omnosti zhaS® a v gitomnosti zhasee,
ky J& bimolekularni rychlostni konstanta zhasemi,predstavuje dobu Zivota fluoroforu bez
piitomnosti zhd8e a Q je koncentrace zh&% Stern-Volmerova konstanta zhaSeni pak je
dana rovniciKp =Kk,7,. Pokud je znamo, ze se jedna komgledndynamicke zhaseni, bude
Stern-Volmerova konstantaqustavovana jakdK,. Pokud se na zhaseni bude podilet i jiny
proces deaktivace, néklad statické zhaSeni, bude Stern-Volmerova konatpopsan&Kg,, .

Data jsou ¥tSinou prezentovana jako graf zavislosti gomintenzit fluorescence bez
piitomnosti zhaSe& a v gitomnosti zha&e na koncentraci zha& Protoze tato zavislost by
mela byt linearni, mlo by byt mozZno ze s#mnice @Fimky této zavislosti ziskat
konstantuK (Obr. 6).

—
Q
f(t) l“(]l ky[Q]
Q

. VySsi teplota

2

Fo/F a To/‘t

smernice = ky19 = Kp

1z

0 [Q]

Obr. 6 Stern-Volmeim graf pro dynamické zhaSeni a schéma mechanismarmigkého
zhéseni

Pokud pozorujeme Stern-Volnierlinearni pfibéh zavislosti, nemusi to j@Stnamenat, ze
se jednd o dynamické zhaSeni. Také statické zhadéva linearni pmibéh zavislosti
(viz kapitola2.2.4.3). Statické a dynamické zhaSeniiza byt odliSeno zavislostmi
jednotlivych proce® na teplo¥ nebo viskozié nebo nafiklad mefenim ¢asow rozliSené
fluorescence. VysSi teplota Usti k rychlejSi difdakze dynamické zhaSeni bude efekijsn
VySSi teplota také Zysobi disociaci slabvazanych komplek coz vyusti k nizS§imu podilu
statického zhaSeni, protoZe principem statickéhdSehi je tvorba nefluorescentniho
komplexu (Obr. 7).
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Dynamické zhageni Statické zhaseni
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Obr. 7 Porovnani dynamického a statického zhaseni

Stern-Volmerova rovnice tZe byt také ziskana, pokud se uvazi frakce exaitysta
fluorofori v pomeru k celkovemu mnozstvi fluorofy které vykazuji emisi. Tato frakce

(Fi) je dana porrem rychlosti vyhasinani fluorescence viigmnosti zhase (y) a
0

celkové rychlosti vyhasinani fluorescenceritgmnosti zhase (y +k, [Q] ):

F_ y _ 1

Fo y+kg[Q 1+Kp[q] (12)
Tato rovnice je oft Stern-Volmerovou rovnici. Jelikoz dynamické zh@Seredstavuje
proces, ktery snizuje populaci excitovaného staak,doba zivota ip absenci zhase (7,)
a v @itomnosti (r ) zhaSeée bude dana rovnicemi:

o = = (13)
4
N N
y+k, [Q] (14)
a tedy Stern-Volmerova rovnice ma tvar:
T—T°:1+ kiZo[Q] =1+ Ko[ Q] (15)

Z rovnice plyne dlezita charakteristicka vlastnost dynamického zha3&lati zde, Ze snizeni
intenzity fluorescence jeffmo ungrné snizeni doby Zivota fluorescence:
Fo _ T

F 7 (16)
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Pokud je vynesena zavislost na koncentraci zhé®e, tak se sirnice vysledné zavislosti
T

bude rovnatK, a bude mozno z této $mice vypgitat rychlostni konstantu dynamického
zhasenik, . K poklesu v dob zivota i dynamickém zhaSeni dochazi proto, ze dynamické

zhasSeni je proces, ktery sniZuje populaci excitétianstavu bez emise flouorescence. Tim je
snizena jak intenzita fluorescence, takisisna doba Zivota. U statického zhaSeni nedochazi
k poklesu doby Zivota fluorescence, protoZze je ofgm nefluorescentni komplex mezi
fluoroforem a zha$em v zakladnim staviCasow-rozlidenou fluorescenci jsou pozorovany
pouze fluorofory v excitovaném stavu, takze vSechmglekuly v excitovaném stavu maji
dobu Zivotar,.

2.2.4.3. Statické zhaseni

Principem statického zh&Seni je formace nefluorda@ieo komplexu. K tvorb tohoto
komplexu nize dojit bd’ diky tzv. sfée efektivniho zhaseni, anebdimou tvorbou
nefluorescentniho komplexu v zékladnim stavu (@r.

Sféra efektivniho zhageni
zhégeci sféra

Yo 95
STATICKE fluorofor bez emise e

ZHASENi \ Fluorescence bez vlivu zhageni

M*..Q

Formovani nefluorescentniho komglexu v zdkladnim stavu

hV\% ®0O 9 Q) o @@ Fluorofor bez

emise
M..Q Fluorofor bez

Fluorofor bez emise cmise @ @ @ M+Q =—=MQ

Obr. 8 Schéma statického zhaseni

2.2.4.3.1. Sféra efektivniho zhaSeni

MuzZe nastat situace, kdy fluorofor v excitovaném stavzhas& nemohou rénit svou
vzajemnou pozici v prostoruchem doby Zivota excitovaného stavu (fiklad v prostedi
s vysokou viskozitou nebo v rigidni matrici). Praad situaci navrhl Perrin model zhaSeni, ve
kterém se molekula zhase nachazi uvnitsféry o objemuV,, ktera obklopuje fluorofor

(tento objem je nazyvan sféra efektivniho zhasekiivni sféra nebo jen sféra zhaseni).
Pokud se zha8enachazi mimo aktivni sféru, nema zRéasadny vliv na fluorofor. Pokud se
ale dostane zhaSelo oblasti aktivni sféry, intenzita fluoresceneespizena, avSak na dobu
Zivota fluorescence nema zhaseni zadny vliv (Opr. 8

Protoze intenzita emise fluorescence j@mp unerna pravdpodobnosti, Ze se zhd@Se
nachazi v objem¥,, mize byt tato pravgpodobnost vyjatena rovnici:

Ro=exp(=(m) =exp(-V, N[ d). 1
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kde N, je Avogadrova konstanta &, je prava@podobnost, ze se zh#&Seenachazi
v objemuV,,. Perriniv model tedy pedpoklada, Ze intenzita emise jéinpo UnE€rna R,
z ¢ehoZz vyplyva tvar pro Pertiiv model:

% =exp(VoNa[d]) (18)

V porovnani se Stern-Volmerovou rovnici neni zamBIEo na koncentraci zha&e linearni,

ale vykazuje odchylku od linearity ve vysokych kentracich zh&ge (Obr. 9). Ze s#rnice
této zavislosti je mozno vyptat objemV,, .

NATA Quenching by Acrylamide
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Obr. 9 Priklad zh&Seni v aktivni g8 ZhaSeni NATA (N-acetyl-L-tryptophanamide) pomoci
akrylamidu[53]

2.2.4.3.2. Tvorba nefluorescentniho komplexu v zakladnim stvu

Predpokladem této teorie je tvorba nefluorescentkimplexu v zakladnim stavu (Obr. 8)

v poneru 1:1 podle rovnovahy:
M+Q = MQ (19)

Doba Zivota excitovaného stavuistava neovlivéina, protoZze k tvorb komplexu dochazi
v zakladnim stavu. Sice se intenzita fluorescemiuge s rostouci koncentraci zh&Seale
vyhasinani fluorescence po exénan pulzu Astava neovlivano. Rikladem rikterych latek,
které jsou zodpasdné za statické zhaSeni, jsou chinony, hydrochingmyriny nebo
pyrimidiny.

Zavislost intenzity fluorescence na koncentraciSgtg mize byt odvozenaips konstantu
stability vzniklého nefluorescentniho komplexu. Istanta je dana zZ@dchozi rovnice jako:

> [M][Q]’ (20
a celkova koncentrace fluorofofiv | je:
[M]s =[M]+[MQ] (21)
coz vede k rovnici pro frakci nekomplexovaného faforu:
M] 1
[M], 1+Kg[Q] (22)
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Pokud se vezme v Gvahu, Ze intenzita fluorescemq#imno ungrna koncentraci fluoroforu
(plati pouze veiedinych roztocich), tak rovnice (22iXe byt napsana jako:

Fo 214 k4[qQ] (23)

Vysledna zavislost—2 na koncentraci zha&e je ot linearni stej jako tomu bylo

v pripad® dynamického zhaSeni (Obr. 10). &mou oproti rovnici dynamického zhéseni je to,
Ze rychlostni konstanta zhaSeni jefippd statického zhaseni konstanta stability komplexu.

F¥+Q =— (FQ*

bez|emise
-1
=1
hv =

F+Q FQ

smernice = Kgy

Fw/yééi teplota

.

FF

1= 10/1

0 [Q]

Obr. 10 Schéma statického zhaSeni tvorbou nefluorescenkaimplexu v zakladnim stavu a
schéma zavislosti pafmu intenzity fluorescence v ngmmnosti a v fitomnosti zhag®e na
koncentraci zh4se

2.2.4.4. Kombinované statické a dynamické zhaSeni

Ve spoust pripadi dochazi k tomu, Ze dynamické a statické zhaSemojeo fluoroforu
stejnym zha&%em probih& zarove V téchto gipadech dochazi k odchyleni Stern-Volmerovy
zavislosti od linearity, f@srEji zavislost intenzit fluorescencerqa @idanim a po fidani
zhaSée na koncentraci zh&&esnéiuje ve vysSich koncentracich zhé&S& vySSim porram

F . . . L : . L
FO’ nez by se @&kéavalo od klasické Stern-Volmerovy zavislosti peanostatné dynamicke

nebo statické zhaseni tvorbou nefluorescentnihgokexu (Obr. 11).
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+ Dynamické zhageni + Dynamické zhageni

Iy/T= (1+Kgy[QDexp(VN,[Q]) Io/T = (I4Kgy[QD(1+Ks[Q])
|'.'l'IlI -
1 1
: (<] d (]

Obr. 11 Kombinované statické a dynamické zhaSeni. Vleviwlgtazhaseni sféry efektivniho
zhéaSeni kombinované s dynamickym zhaSenim. Vptatioké zh&Seni nefluorescentniho
komplexu v zakladnim stavu v kombinaci s dynamiakgseninfi7]

U pripadi zhaseni efektivni sférou nebo tvorbou nefluoresdbo komplexu v kombinaci
s dynamickym zhaSenim je peba vynasobit po#n II_ pro dynamické zhaSeni frakci
0
nekomplexovanych molekul fluoroforu:

% = [%Lyn x [['\:A]]O (24)

Dosazenim za vyraz pro dynamické zhaSeni, a poludregme v Uvahu, Ze intenzita
fluorescence je ffimo umérna koncentraci fluoroforu, tak i dosazenim rovnpre statické
zhaSeni jsou ziskany rovnice pro kombinované dyckéna statické zhaSeni. Pro statické
zhasSeni tvorbou nefluorescentniho komplexu v zaktadstavu bude rovnice:

I
|_0 = (1+ Kp [Q])(l"' KS[Q]) =1+ (Kp+ Ks)[Q] + KDKS[ Q]2 (25)
V piipact zhaSeni sférou efektivniho zhaseni ma rovnice tvar
I
L= (1+ Kp [Q]) exp(Vy N[ Q) (26)

V obou gipadech je pozorovan nelinearniipfh €chto zavislosti ve vysSich koncentracich
zhasée (Obr. 11).

2.3. Nevlastni fluorescence

K latkam, které sami nemaji schopnost fluoreskosatgidavaji nevlastni fluorofory. Diky
nevlastnim fluorofaim vznika nevlastni fluorescence. Pokud se na sampwzorek vazi
kovalent, nazyvaji sefluorescedni zna’ky. Pokud se véazi nekovalegtnjedna se o
fluorescewni sondy[9].

2.3.1. Fluorescer¥ni znatky

Fluorescetini znaky jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledovaniiomolekulam
(proteimim, peptilim a jinym) vazi kovalentni vazbou. Naftji se pouZivaji
k fluorescetinimu znaeni proteii, kdy se kovalenth vazi na jejich aminové nebo
histidinové baéni retézce, thiolové skupiny, atd. Majtizné vyuZiti nafiklad v imunologii
nebo v histochem(i9].
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2.3.2. Fluorescertni sondy

Fluorescetini sondy jsou nevlastni fluorofory, které se kedslané struktie vazi
nekovalent a ¢asto pitom meni své fotofyzikalni vlastnosti. Volba fluorescain sondy je
nejdilezit¢jSi sowasti ve fluorescami spektroskopii, protoZze préyeji vlastnosti umaiji
ziskat patebné informace. V séasné dob existuje nefeberné mnozstvi fluoresaarich

sond[9].

2.4. Asociani procesy

2.4.1. Asociativni (micelarni) koloidy

Existuje skupina latek, ktera jen za nizkych komem tvai pravé roztoky, ale po
prekraieni ukité koncentrace jejich molekuly asociuji a vyejd koloidni ¢éstice. Tyto
polymolekularni Gtvary se nazyvaji micely a latkyeré se chovaji timto apobem, jsou
oznaovany jako micelarni neboli asociativni koloiy0].

Tyto soustavy byvaji klasifikovany jako lyofilnirgtozZe jsou v daném disperznim piesi
rozpustné a nepiabuji untlou stabilizaci. Velikost i fyzikalni vlastnosti oel jsou utéeny
okamzitymi stavovymi vetinami (tedy teplotou, tlakem, koncentraci vlastrioncentraci
pridanych latek) a nezavisi na historii systému. ilgosystémy jsou reverzibilni.

2.4.1.1. Molekularni struktura micelarnich koloid 4

Schopnost vytvi@t micely je podmigna zvlastni strukturou molekul, tzv. tenkid
Molekula tenzidu je amfipaticka neboli amfifilnj, musi se skladat z lyofilriasti, ktera méa
tendenci se v daném priedi rozpoust, a z lyofobnicasti, ktera je naopak v témZe presii
nerozpustnd (Obr. 12). Neochota lyofobasti ke kontaktu s molekulami rozpotdify je pak
piicinou asociace. Ve&sine pripadi se jedna o povrchéwaktivni latky (PAL) rozpustné ve
vodk, jejichz molekuly obsahuji siégnhydrofilni polarni skupinu, ktera je schopna zdjis
rozpustnost ve vag a silré hydrofobni nepolarndast, tedy jeden nebo vice uhlovodikovych
fetzal. Aby dochazelo k asociadaighto latek, musi mit povrchéwaktivni latky dostaténé
dlouhy uhlovodikovyetzec. Podle toho, zda a jak podléha hydrofilni skaplektrolytické
disociaci, se &i micelarni koloidy na ionogenni a na neionogametioli neutralni. lonogenni
se je&k dale &li na kationaktivni, anionaktivni a amfoterni.

hydrofilnicast — hlava hydrofobrést — uhlovodikovyetézec

R

Obr. 12 Amfifilni molekula (tenzid)
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2.4.1.2. Vznik micel

Zredné roztoky micelarnich koloidse vyznauji charakteristickym gib¢hem zavislosti
riznych fyzikalnich vlastnosti na koncentraci. Vekyeh Zedinich tvai micelarni koloidy
pravé roztoky. B urcité koncentraci nastavaji ndiwkach koncentrénich zavislostitiznych
fyzikélné-chemickych vlastnosti ostré zlomyi Béto ukité koncentraci dosahuje hydrofobni
c¢ast molekuly tenzidu minimalniho styku s vodou. ol&oncentrace se nazyva kriticka
micelarni koncentrace (CMC). Je to nejvySSi mozoackntrace, ip niz je asociativni
povrchow aktivni latka v roztoku igvazrie v molekulové (iontové) forth Nad CMC dochazi
k tvorbé asocial molekul rozpu&né latky ve ¥tSi celky, koloidni micely. Tvorbu micely
také charakterizuje tzv. agrég@ nebo asocimi ¢islo. Toto ¢islo udava, kolik molekul
tenzidu se podili na strukeimicely.

Pri  vysSich koncentracich se nafivkach koncentrénich zavislosti tznych
fyzikélné-chemickych vlastnosti objevuje dalSi zlonte@oklada se, Zeripina tohoto jevu,
ktery nastavaiptvz. druhé CMJ11], jsou znény v typu agregace.

Pfi mnohem nizSich koncentracich nez je kriticka mdicd koncentrace, dochazi k tvérb
tenzidu v agregované fotnnikoliv vSak k tvorks micel. Koncentrace, ip které se tvéi
takovéto typy agregét je nazyvana kritick& agregyd koncentrace (CAQ)LY].

2.4.1.3. Struktura micel ve ziedéném vodném roztoku

Existence micel byla potvrzena mnoha experimentalmetodami, ale o jejich velikosti a
tvaru, zvlast v koncentrovagjSich roztocich, existuje mnohéanych gedstav. Velikost a
tvar micel zavisi na koncentraci, teglostruktde PAL, charakteru mezimolekularnich sil,
atd. Metenim rozptylu s#tla byla potvrzena domdnka, Ze micely ve iednych roztocich
maji kulovy tvar, proto se mluvi o sférickych migeth (Obr. 13). Na povrchu jsou molekulam
vody vystaveny hydrofilni skupiny, zatimco hydrofdluhlovodikovéretézce jsou sdruzeny
v jadru micely tak, aby jejich kontakt s vodou byl nejmensj11].

0,
7Ny

2.4.1.4. Obracené (reverzni) micely

Nekteré amfifilni molekuly vytvéeji v nepolarnich rozpou&tiech micely, jejichZz jadro
tvoii polarni skupiny, zatimco uhlovodikowéttzce smdtuji ven do nepolarniho praeti
(Obr. 14). Kritick& micelarni koncentrace u obrdgdnmicel je ¢Zko definovatelnd, protoze
oblast pechodu z pravého roztoku na koloidni roztok pokr§wai interval koncentraci. Sin
polarni jadro micely velmi ocho¥nrozpousti vodu, coz mé za nasledek zvySeni hodnoty
asocig&niho cisla (ale i pes zvySeni asodaiaiho ¢isla reverznich micel bude totislo stale
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mensi, neZz asodiai ¢islo micel vytvdenych v polarnim rozpou&tle). Kuili polarnimu
jadru byva velmi obtizné fpravit dokonale bezvodé roztoky. Jadro reverzncetyi je
vhodnym progedim pro katalyzudkterych chemickych reakci.

2
N

Obr. 14 Struktura obracené (reverzni) micely

2.4.2. Solubilizace

Mnohé hydrofobni nebo amfifilni sléaniny, které se ve vodnych roztocich mélo rozpousti
nebo slodeniny které se ve vodnych roztocich nerozpougtieg, se rozpousti lépe v
micelarnim roztoku. Tento jev je nazyvan solubitiea Lze jej pozorovat pouzefip
koncentraci vysSi nez CMC, ¢ehoz vyplyva, Ze solubilizovana latka neni v kotord
roztoku gitomna v disperznim prasidi, ale je zden¢na do micely.

Nepolarni latky se rozpowst v jadru micely, amfifilni molekuly (tzv. kosurksanty) se
rozmig’uji v micelach tak, Ze jejich uhlovodikowétzce smtuji dovnit micel a polarni
skupiny do vodné faze. Polarni latky jsou solubNiany na povrchu micely nebo &shé
blizkosti jejiho povrchu (Obr. 15).

OQ O
KIS ﬁﬁ R

OW kosurfaktant nepolarni latka rozpustina v adru micely O polarni latka

Obr. 15 Solubilizace a) kosurfaktaiit b) nepolarnich latek, c) polarnich latek
solubilizovanych na povrchu micely
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2.4.3. Koloidni roztoky vysokomolekularnich latek

Roztoky vysokomolekularnich latek jsou pravé roygtokejich¢astice se neskladaji jako
micely z mnoZstvi malych molekul, ale jsou to jetliné molekuly velkych rozrera, tedy
Gtvary vazané chemickymi vakamimi silami.

Ziedkny roztok vysokomolekularni latky je takovy roztok,némz jsou jednotliva
makromolekularni klubka od sebe @tiha spojitou fazi rozpou&tla (Obr. 16a). Klubka se
sttidaji s oblastmi nulové koncentrace polymeru, caianzena, Ze iedkny roztok je
koncentr&n¢ nestejnorody.

Je-li koncentrace vysokomolekularni latky zvySovawaté miry, kdy domény klubek
vyplni cely prostor roztoku a Z@maji se navzajemipkryvat (Obr. 16b), f@stava platit
definice pro redény roztok[10].

a) b)

Obr. 16 Roztoky vysokomolekularnich latek ggdny roztok, b) koncentrovany roztdlo]

2.4.4. Roztoky vysokomolekularnich elektrolyti

Molekuly tady vysokomolekularnich latek obsahuji ionogennipgky a jsou schopné
v roztoku vytvdet ionty, tedy disociovat. Tyto vysokomolekulartekerolyty jsou nazyvany
polyelektrolyty. Pray takovym gikladem polyelektrolytu, p#&ciho do skupiny
polyelektrolyti obsahujicich kyselé skupiny, je kyselina hyaluk@no kterd obsahuje
karboxylové skupiny.

Chovani makromolekul, které v roztoku elektrolyticklisociuji, je ovlivieno kromg
mezimolekularnich disperznich sil i silami elektedickymi. Pokud neobsahuje roztok zadny
jiny elektrolyt kronm& vysokomolekularniho, vliv elektrostatickych sil yelky, ale podstatn
se zeslabujeffdavkem i malého mnoZzstvi nizkomolekularniho eldigtu.

Linearni makromolekula obsahujici pouze nabojenéte) znaménka se jen malo svinuje
v klubko a ve redénych roztocich existuje spiSe ve farmatazenéhoetézce (Obr. 17a). To
je zpisobeno velkymi odpudivymi silami mezi souhl&asmabitymi skupinami. Tvar
makromolekuly je ale ovlivn i malymi op&né nabitymi ionty gitomnymi v roztoku. Tyto
ionty vytv&eji kolem makromolekuly iontovou atmosféru ¢pého naboje, kterd zeslabuje
odpudivé dinky elektrostatickych sil. lontovou atmosférou neysleno takové rozlozeni
ionta, kdy v blizkém okoli centralniho ionturqvladacetnost iont s op&nym znaménkem
(protiiont) nadcetnosti ioni souhlasa nabitych (koioni). Pridavkem nizkomolekularniho
elektrolytu stoupd iontova sila roztoku, iontovinasféra se kolem nabitych skupin &tige a
makromolekula se sviji v klubko. Ke svinutivodné natazenéhdetézce stai jiz malé
piidavky elektrolytu. Podobny vliv jako malyigavek nizkomolekularniho elektrolytu mé i
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zvySeni koncentrace polyelektrolytu. U amfoterniehkromolekul, u kterych se pravidéln
sttidaji kladné a zaporné naboje, is#zec svinuje do civkovitého nebo spiralovitého tvaru
(Obr. 17b)[11].

Obr. 17 Struktura vysokomolekularnich elektralyg) makromolekula se souhlasnymi naboji
ve zedném roztoku bez nizkomolekularniho elektrolytu, amfoterni makromolekula
s pravidel® se stidajicimi kladnymi a zapornymi nabjil]

2.5. Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularni, bioldgic odbouratelny, netoxicky a
nehdlavy linearni polysacharid, ktery objevili v roc@34 Karl Meyer a jeho asistent John
Palmer. Izolovali ji ze sklivce h@ezich @&i. Nazev kyselina hyaluronova vznikl ze slov
hyaloid (sklivec) a wuronova kyselina. Nagtji je tato latka oznéovana jako
hyaluronan[14].

Kyselina hyaluronova nabizi mnoho Klinickych uptatin Prvni klinické pouziti kyseliny
hyaluronové se datuje do roku 1968, kdy byly popiale I&eny ¢isténou kyselinou
hyaluronovou. Od té doby si kyselina hyaluronov&laacestu do té#i vSech oblasti
mediciny[12].

2.5.1. Chemicka struktura

Z hlediska chemické struktury se hyaluronan skiZel&tale se opakujicich sacharidovych
jednotek, a to z kyseliny D-glukoronové a 2\Bacetylglukosaminu. Jednotlivé sacharidové
jednotky se k sabvazi beta—1,4 a beta—1,3 glykosidickymi vazbantir(Q8).

OH OH
. O
OH

0
NH |
o)\

n

Obr. 18 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové
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2.5.2. Metabolismus kyseliny hyaluronové

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamicky.¢kiéré buiky, jako napiklad
chondrocyty v chrupavkéch, akt&syntetizuji a katabolizuji hyaluronan po celyghjiivot.
Studie €chto metabolisin ukazaly, Ze pokas rozpadu hyaluronanu v chrupavkach se
pohybuje okolo dvou aZrit tydni. DalSim gikladem bugk, které aktivé syntetizuji a
rozkladaji hyaluronan, péatkeratinocyty v pokozce. V tomtotipact je polaias rozpadu
hyaluronanu podstatmizsi. Je menSi nez dgtv].

2.5.3. Vyskyt a vlastnosti kyseliny hyaluronové

Hyaluronan se vyskytuje u vSech obratbvebo u streptokak Hyaluronan je vyznamnou
mérou zastoupen v extracelularnich matricich, kded&e vétSina tkag. U ¢loveéka se ve
vysoké koncentraci vyskytuje v kozni tkani, v kleeh nebo v &nim sklivci. Ma unikatni
hygroskopicke, reologické a viskoelastické vlastinoge \tSine piipadi je hyaluronan
v extracelularni matrix organizovan pomoci spekifah interakci s ostatnimi molekulami.
Vysokomolekularni hyaluronan o vysokych koncenthainize diky stérickym interakcim
tvorit zapletené molekularni 8it Také niize tvdit vlastni asociaty mezi jednotlivymi
molekulami nebo uvnittéchto molekul, coz seé&k, pokud Usek hydrofobréasti molekuly
hyaluronanu reversibitnhinteraguje s hydrofobnim povrchem jiné molekulytdl asociaty
vykazuji jiné vlastnosti nez izolované molekuly lwananu. Mohou klast odpor rychlému,
kratce trvajicimu toku siti a tim vykazuji elasécllastnosti, které mohouisirizné sily
uvnité sitt. Pokud je ale na sipasobeno pomalym, dlouhotrvajicim tokem, asocidiZzen
castén¢ separovat a srovnat molekulyjq@mz se projevuji viskdzni vlastnosti kapaliny.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

M¢éieni casow rozlisSené fluorescence se stalo nedilnowdstil experimerit zahrnujicich
fluorescedni meieni. Casow-rozlisena fluorescence se stale vice pouziva ptovéni
agreganich¢isel[30], [31], [35], pro studium fenosu energig37], [38], [39], [40], nebo pro
zkoumani dynamického zhas¢al], [42], [43].

Pro ugeni agregeénich cisel secaso¢ rozliSena metoda pouziva, protoZe je mozno
mnohem pesrEji urcit hodnoty agregaich ¢isel, nez tomu je vifpadt steady-state metody.
Odchylka steady-state metody roste s rostouci gisko prostedi, s rostouci hodnotou
agregéniho ¢isla a s klesajicim kinetickym p@mem k/k. Alargova a spol. zkoumali
agregani cisla rekterych kationtovych, aniontovych a neionogennaseidi. Také zkoumali
vliv ptidavku polyetylenoxidu k SDS a jeho vliv na &m agregéniho cisla. Bylo
vypozorovano, Ze dobra shoda mezérah metodami nastava, pokud je rychlostni konstanta
zh&Seni alesgiopetkrat wtSi nez rychlostni konstanta vyhasinéni fluorofempritomnosti
kysliku. Dale polyetylenoxid snizoval agrégacislo SDS a zvySoval rozdil mezi steady-state
acasow-rozliSenou metodo[BQ].

Jednim z fipadi studia steady-state a&asow rozliSené fluorescence v systému
polymer-tenzid je prace Yana a spol.,ifktgkoumali interakci mezi polyakryldtem sodnym a
tenzidy s éznymi velikostmi hydrofilnich skupin. Wovali kritickou micelarni koncentraci,
agregéni ¢islo, mikropolaritu micel a dobu Zivota pyrenu.idejvysledky naznaiji, Ze
velikost hydrofilni skupiny ma vyrazny efekt naarakci mezi tenzidem a polyelektrolytem.
Interakce je oslabena, kdyz se zvySi velikost hiffidio skupiny z dodecyltrimetylu na
dodecyltripropylammonium bromid. Prajmbdob® to ma za néasledek stericka
nekompatibilita mezitetzcem polyelektrolytu a povrchem micely. KdyZz se abesleds
zVveétSi hydrofilni ¢ast na tributyl (@&NB), interakce prudce vzroste. Prépddobr je to
zpisobeno asociaci hydrofilnich skupinSB [44].

Dale Sen a spol. zkoumali dynamiku solvatace TNG6-gp2toluidinonaphthalene sulfonate)
ve vodném roztoku polymeru poly(vinylpyrrolidonlB\(P) a v agregatech PVP s tenzidem
SDS pomociasow rozliSené fluorescence. Sen a spol. zjistili, gkgantovy vygzek TNS
zvySi asi 210krat, pokud se k vodnému roztoku TR&appoly(vinylpyrrolidon). Vyhasinani
fluorescence ukazalo, Ze se jedna o biexponenci@yhiasinaci kvku s majoritnim
zastoupenimiasu 60 ps a minoritnim zastoupenéasu 800 ps. Biexponencialniikka
charakterizovala i TNS v agregatech PVP-SD&SMové zastoupeni ¢hdelSi¢as 300 ps,
kdezto minoritni podil il ¢as 100 ps. PomalejSi dynamika solvatace TNS v atgely
PVP-SDS zné& silné omezeni mobility molekul vody me&tzcem polymeru a povrchem
micely [45].

Zhaseni mze byt také pouzito pro &eni polohy hostujici molekuly v agregéatechitldpd
micel [46] nebo ve fosfolipidové vrssvmembrany41].

Deumié a spol. pouzili pro zj&ti polohy raznych derivat pyrenu ve fosfolipidove
membrag zhaseée na bazi jodu. Pouzili zha&eo izné polarié¢ pro zkoumani hydrofilniho
povrchu i hydrofobnicasti fosfolipidové membrany. PouZili jodid draselp§o zkoumani
vodné faze, jodpropanovou kyselinu a jodbenzoowselnu pro zkoumani membranového
rozhrani a jodbenzen a joddekanovou kyselinu pauziani hydrofobni oblasti membrany
(Obr. 19). Pedpokladem bylo, Ze se pyrenmaselna kyselina bnzléadatéasténé ve vodné
fazi, castén¢ ve fazi hydrofobni, pyrenkarboxyaldehyd se budeavéa povrch membrany.
Pyren, benzopyren a pyrendekanovd kyselina se budpprostirat viiznych mistech
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uhlovodikového jadra membrany. Praiemi polohy pouZili jak steady-state, takidsow
rozliSenou fluorescenci. Porovnanim statického rmadyického zhaseni zjistili, Ze dynamické
zh&Seni bylo véchto systémech zastoupeno 75 % az 100 %. Jejigbninukazala, Ze se
pyren, benzopyren a pyrendekanova kyselina nadhazegliSnych ¢astech lipidove
dvojvrstvy. Pyren se prag¥dodobré rozprostird fes oblast lipidové matrice mezi @ha
lipidovymi vrstvami. Benzopyren a pyrendekanovadtyg se nachazeji hla¥rv centralni
¢asti membrany41].

Hydrcfilni faze

Pyrenkarboxyaldehyd Joddckanova kyselina Jodpropanové kyselina

Pyrenmaselna kyselma * t Jodtenzen

Pyrendekanova kyselina

Hydrofcbni faze
Obr. 19 Schématické zobrazeni pyrenovych derivatu, ztigsgejich predpokladanou pozici
ve fosfolipidové dvojvrsév
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

Kyselina hyaluronova CPN spol. s. r. 0., HYActive 106 kDa
Cislo sarze: 190707-E1
Fluoresceréni barviva Pyren, Fluka, pro fluorescenci, CAS: 129-00-0

Cislo 3arze: 430166/1

PovrchoV aktivni latky Cetyltrimethyl amonium bromid: Sigma-Aldrich Cheami
pro molekularni biologii, CAS: 57-09-0
Cislo 3arze: 059K0041

Dodecylsiran sodny: Fluka, pouze pouziti pro R&D,
CAS: 151-21-3
Cislo Sarze: 1353471

Triton X-100: Sigma-Aldrich Chemie, pouze pouZiio
R&D, CAS: 9002-93-1
Cislo Sarze: 1249005

Hexadecyl piridinium chlorid: Sigma-Aldrich Chemjguze
pouziti pro R&D, CAS: 123-03-5
Cislo 3arze: 115K0073
Zhése’e Jodid draselny: Fluka, pouze pouZziti pro R&D,
CAS: 7681-11-0
Cislo sarze: 457110/1

3-jodpropanova kyselina: Sigma-Aldrich Chemiéistota
vétSi jak 95 %, CAS: 141-76-4
Cislo 3arze: S10757-184

Jodbenzen: Flukajstota \&tSi jak 99 %, CAS: 591-50-4
Cislo 3arze: 1087534

Rozpous&dla Dimethylsulfoxid, Fluka, pouZiti pouze pro R&D,
CAS: 67-68-5
Cislo Sarze: 1468197V

LUDOX Koloidni kiemik, Sigma-Aldrich Chemie, pouZziti pouze pro
R&D

Cislo Sarze: MKBJ4732V
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4.2. Pristroje a zatizeni

Analytické vahy Denver instrument BC-BC-100
Mikropipety Finnpipette, Biohit, Vitrum
Magnetické michadlo Heidolph MR Hei-Standard
Vibraéni michadlo MS2 Minishaker

Luminiscenéni spektrometr, Fluorolog HORIBA Jobin Yvon

Zdroj z&eni Xenonova lampa — 450 W
Monochromator Czerny-Turner
Detektor S1-PMT (R928), PbS, InGaAs
Rozmezi detektoru PMX 185 — 900 nm
Rychlost skenu 150 nm/s

Z primarniho  zdroje polychromatického fehi vstupuje Z&@ni do niizkového
monochromatoru 1 (excitai), kde se vybere #éni o vhodné vinové délce excitace.
Selektivni paprsek o ipsre definované vinové délce prochaztetnennou kyvetou se
vzorkem, ktera je umi&ta v jeho optické draze. Dochazi k excitaci elektrakoumaného
vzorku. Fluorescence je pozorovana v kolméngrenke snéru paprsku primarniho #éni,
aby primarni z#eni prochazejici kyvetou neruSilo¢tani fluorescence. Proto jsou druhy
monochromator (emisni) i detektor undist v kolmém smru ke kyvet. Emisni z&eni
prochazi monochromatorem 2, kde je stanovena jéhov& délka a pomoci detektoru je
zjisténa intenzita fluorescence (Obr. 3@).

ly Monochromatoy I,
Zdroj 1 Vzorek

=

\ 4
[Monomrométcj
(2)

FA

v
Detektor

Obr. 20 Schéma jednopaprskoveého spektrofluorimetru HORIKANJYvon
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Fluorocube HORIBA Jobin Yvon pra‘asov rozliSenou fluorescenci

le—— A t ——>

Photons

Time (ns)

offset gain 1‘
1 1

A pag [/L

PGA

ADC

F
—--Em—-c',r\D 'J res vai J

Obr. 21 Schéma instrumentace pfasov rozliSenou fluorescen{s]

Z laseru je vyslan excitai puls, ktery excituje vzorek a zardivge vyslan signal do
excitatniho constant function discriminatoru (CFD), ktedroveér zaznamendas gFichodu
excitatniho pulzu. Naslednje signal pedan time-to-amplitude convertoru (TAC), ktery
generuje ufité nagti, které se linedkh zvySuje sasem. V druhém emisnim kanalu je
pozorovan emitovany foton, kteryijle do emisniho CFD, ktery zaznameri&ipod fotonu a
poSle signal do TAC, kde je zastaveno zvySovanéthapAC nyni obsahuje n&g angrné
c¢asovému rozdilu mezi excitaim pulzem a ichodem emitovaného fotonu. Tento proces je
opakovan stale dokola a jednotlivé rgiemécasy jsou zaznamenavany do histogramu, dokud
neni néreni ukoreno. Pokud je pétba, niize byt gisluSné nafti zesileno pomoci
programmable gain amplifieru (PGA), ktery informacereda analog-to-digital
converteru (ADC), ve kterém j&iplusné nagti prevedeno na numerickou hodnotu (Obr. 21).

Vzorky byly excitovany nanosekundovou nanoLED dwdéd-330 se $kou pulzu 1,2 ns a
emisni vinova délka byla vybrana emisnim monochtom@n typu Seya-Namioka
srozsahem 200nm az 800 nm. Vyhasinani fluorescengylo zaznaménavano
detektorem IBH TBX-04.

UV-VIS Spektrofotometr, Cary 50 Probe

Zdroj z&eni Xenonova pulzni lampa
Monochromator Czerny-Turner 0,25 m
RozmeziA 190 — 1100 nm
Opakovatelnosk +0,1 nm
Max rychlost skenu 24 000 nm/min
Detektor 2 kemikové diody

UV-VIS spektrofotometr je Zé&eni, které réi absorpci zéeni v UV a VIS oblasti
swtelného spektra. Zaznamemichito nereni jsou absokmi spektra rmreného vzorku.
Zatizeni se sklada ze zdrojefeni, monochromatoru (zde se ziska monochromatiéieniz
tedy zdeni o utité vinové délce), kyvety se vzorkem a detektoruléiektoru je zaznamenan
Ubytek intenzity monochromatickéhoieai prochazejiciho vzorkem (Obr. 22).

34



ly Monochromatoy |, |
Zdroj o Vzorek Detektor

Obr. 22 Schéma UV-VIS spektrofotometru

4.3. P¥iprava zasobnich roztoka

Na analytickych vahach bylo navazeno wtené mnozstvi tenzidu, které bylo analyticky
pievedeno do odénné baiky o objemu 100 ml a roztok byl dogim po rysku Milli-Q vodou.
Zasobni roztoky pro gteni CMC ngly nasledné koncentrace: CTAB — 40wal/dn?,
SDS - 40 nmol/dm® a Triton X-100 — 13,9 mmol/dnt. Z&sobni roztoky pro #&teni
agregéniho &isla nely tyto koncentrace: CTAB — 28,6 mol/dn?, SDS — 121 mol/dn?® a
Triton X-100 40 nmol/dnT.

Na analytickych vahach bylo navaZzeno v§temé mnoZstvi pyrenu, které bylo analyticky
pievedeno do od#mné baiky o objemu 50 ml. Roztok byl nasledmoplrin po rysku
acetonem. Takto vznikly zasobni roztoklkoncentraci2[10* mol/dni.

Na analytickych vahach bylo navazeno v§temé mnozstvi cetylpyridinium chloridu, které
bylo analyticky pevedeno do odémné baiky o objemu 100 ml. Roztok byl nasleddoplnin
po rysku Milli-Q vodou. Takto vznikly zasobni roktmél koncentraci510° mol/dni.

Na analytickych vahach bylo navazeno v§iemé mnoZstvi hyaluronanu, které bylo
analyticky gevedeno do od#émné baiky o objemu 50 ml. Roztok byl nasleddoplrin po
rysku Milli-Q vodou. Takto vznikly zasobni roztokéhkoncentracio,5 hm.

Na analytickych vahach bylo navdZzeno w§temé mnoZstvi zha8e, které bylo analyticky
pievedeno do od#énné baiky o objemu 25 ml. Roztok byl nasletddoplren po rysku Milli-Q
vodou. Takto vznikly zasobni roztoksirkoncentraci0,2 mol/dni. V pripadt jodbenzenu byl

jako rozpousidlo pouzit dimetylsulfoxid.

4.4, Priprava vzorka

4.4.1. Priprava vzorkia pro méreni kritické micelarni koncentrace

Do sklergnych vialek bylo napipetovano 25 ul pyrenu a roZsmiio bylo odp&eno.
Nasled’ bylo do vialek pipetovano takové mnozstvi tenzaly po doplani vzorki na 5 ml
byla vytva'ena koncentimi fada tenzidu v rozsahu 0 & 10° mol/dni v piipacs CTAB.
U SDS byla vytvéena koncentimi fada o 15 vzorcich v rozsahu 0 4#10° mol/dni.
V piipact Tritonu X-100 byla koncenttai fada v rozsahu 0 &10* mol/dnd.

4.4.2. Piiprava vzorkia pro méreni agreg#&niho ¢isla

Do sklergnych vialek bylo napipetovano 25 ul pyrenu a roZsmiio bylo odp&eno.
Nasledr bylo do vialek pipetovano 3500 ul tenziduigadt CTAB, 2900 ul v pipact SDS
a 1270 ul v fipack Tritonu X-100. Poté byla do vialek pipetovana M@l voda tak, aby po
pipetovani zhage byl objem kazdého vzorku 5 ml. Nakonec byl ddekigipetovan zhage
tak, aby vznikla koncenttai fada o 16 vzorcich od 0 p&,5110* mol/dm v pripad
CTAB. V pripact SDS vznikla koncentiai fada 0 azl,3201.0° mol/dm. Koncentréni fada

v piipact Tritonu X-100 byla vytveéena vrozsahu O a%,41710* mol/dm. Koncentrace
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zhé&See v jednotlivych tenzidech se liSi, protoZze rozgaimeéru koncentrace zhaSe a
koncentrace micel bylizptsoben od 0,5 do 1,5.

4.4.3. Piiprava vzorkia pro méreni agreg&niho ¢isla v pFitomnosti  nativniho
hyaluronanu
Do sklergnych vialek bylo napipetovano 25 ul pyrenu a roZtmiio bylo odp&eno.
Nasledr bylo do vialek pipetovano 3500 pl tenziduiipads CTAB, 2900 ul v pipact SDS
a 1270 pl v fipack Tritonu X-100. Nasledhbylo do vialek pipetovano 982 pl hyaluronanu,
takze v kazdém vzorku byla koncentrace hyaluron@nlhm%. Poté byla do vialek
pipetovana Milli-Q voda tak, aby po pipetovani zt@Sbyl objem kazdého vzorku 5 ml.
Nakonec byl do vialek pipetovan zh&dmk, aby vznikla koncentéai fada o 16 vzorcich
od 0 po 2,51M00" mol/dmv pripadt CTAB. V pripadt SDS vznikla koncenttai fada

0 az1,32(10° mol/dm. Koncentrani fada v pipack Tritonu X-100 byla vytvéena
v rozsahuO az1,4110* mol/dm. Rozsah porru koncentrace zha& a koncentrace micel
byl 0,5 az 1,5.
4.4.4. Priprava vzorkia pro méreni i€innosti zhaSeni pyrenu jodovymi derivaty

Do sklergnych vialek bylo napipetovano 25 ul pyrenu a roZsmiio bylo odp&eno.
Nasledr bylo do vialek pipetovano 3500 ul tenziduipgadt CTAB, 2900 ul v pipact SDS
a 1270 pl v fipack Tritonu X-100. Poté byla do vialek pipetovana M@l voda tak, aby po
pipetovani zhage byl objem kazdého vzorku 5 ml. Nakonec byl ddekigipetovan zhage
tak, aby vzniklatada 16 vzori s rozsahem po#nu koncentrace zha&e a koncentrace micel
0,5az1,5.

4.5. Vlastni méreni

4.5.1. Méreni emisnich spekter a absormich spekter

Excitatni monochromator byl nastaveny na 335 nm. Emisektsa byla ndfena v rozsahu
vinovych délek 360 az 550 nm.&giiny u exciténiho i emisniho monochrométoru byly
nastaveny na 2 nm.

Absorgini spektra byla ®&fena vrozsahu 200 aZz 800 nm s krokem 1 nm rychlosti
600 nm/min.

4.5.2. Méreni vyhasinani fluorescence

Nastaveni fistroje pro vyhasinani fluorescence se liSilo paddy tenzid, protoZze pyren
v CTAB emituje s odliSnou dobou Zivota nez v SD8mé&ritonu X-100.

Pro CTAB: Excitace — 329 nm, emisni monochromatglr rlastaven na 381 nm. Peak
preset byl nastaven na 10 000 counts, TAC rangs, Repetition rate na 1 MHz,&gbiny
nastaveny na 6 nm.

Pro SDS: Excitace — 329 nm, emisni monochromatbnastaven na 381 nm. Peak preset
byl nastaven na 10 000 counts, TAC range 5 us, tRieperate na 250 kHz, &tbiny
nastaveny na 8 nm.

Pro Triton X-100: Excitace — 329 nm, emisni monoamdtor byl nastaven na 381 nm.
Peak preset byl nastaven na 10 000 counts, TACer&ngs, Repetition rate na 250 kHz,
Strbiny nastaveny na 6 nm.

K rozptylu s¥tla pro stanoveni signalu lampy (tzv. prompt) bglupit kolidni kemik a
emisni monochromator byl nastaven na vinovou dikpy, tedy na 329 nm.
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4.6. Vyhodnoceni

4.6.1. Analyza dat metodou nelinearnich nejmensiclitverci

Data procasow rozliSenou fluorescenci jsou vetsine pripadi slozita do té miry, Ze
nemohou byt analyzovana pomoci grafickych metod. v@dku TCSPC (time-correlated
single photon counting) bylo vyvinutatkolik metod pro vyhodnoceni TCSPC dat, z nichz
v soutasné dob je nejpouziva#Si metoda nelinearnich nejmensétherai [20], [22].

Pokud v souboru dat existuje dostaig pazet parametfr, kazdy tento soubor datie byt
proloZen jistym matematickym modelem. Cilem metodlinearnich nejmensSialtverai je
zZjistit, jestli se soubor dat shoduje s matematickgiodelem, kterym byla tato data prolozena.
Dale tato metoda & hodnotu pravépodobnosti spravnosti pouzitétho modelu. Neboli je
poskytnut parametr, ktery porovna n#anma data N(tk) a pislusny matematicky

model Nc(tk). Toho je dosazeno pomoci minimalizace spravnasiiopeni, ktera je dana
rovnici:

2
2_w 1 2 _ &[N () = N (t)]
X =) —| N(t. )= N.(t = , (27)
>IN0 N =X S
kde promdnna n predstavuje peet dat (pdet kanah) pouzitych pro analyzu ag, je
standardni odchylka kazdého datového bodu.

Nicmére ve vysledku neni vhodné interpretovatnmo hodnotu y?, protoZe zavisi na

mnoZstvi dat. Hodnotgy? se bude zvySovat se zvysujicim se mnoZstvim dzlledem

k této skuténosti je zavatha hodnota, kterd je od mnoZstvi dat nezavisléo Tatinota se

nazyva redukovana spravnost prolozeni:
2

=X X (28)
n-p Vv

kden je mnozstvi datp predstavuje péet paramefr volnosti av je paiet stuga volnosti. Pro

TCSPC je mnozstvi datétsinou mnohem &tSi, nez poet paramefr volnosti, takze se

vétSinou n— p rovna griblizné n. Pokud se projevuji pouze nahodné chyb§lanby hodnota

)(é byt okolo jedné. Jestli seiplusny matematicky model nebude shodovat séhamymi
daty, bude hodnot;;\/ge mnohem ¥tSi nez 1.

K posouzeni, do jaké hodnotxé je spravné zachovavat matematicky model, se podle
Lakowicze [8] nabizeji d¢ metody. Prvni z nich je matematicka a druha zalazea
pozorovani. Podle matematické metody by kazdé peoios )(é >1 2 me¢lo byt zamitnuto a
mél by byt pouzit jiny matematicky modeliiRladem niize byt systém obsahuijici jednu dobu
Zivota, kde se objevuji systematické chyby a moposagncialni proloZeni vrati hodnotu
)(,% =1,2. Nasled® je pouzit biexponencialni model. ProloZeni soulgatibiexponencidlnim
modelem zfisobi snizeni hodnotyé, ale tento z&r povede k chybné interpretaci dat. Proto
aplné spolehnuti se na matematické tabullkiZzenvést k chybnému vyhodnocengieni.

e

Hodnota )(é je jeden z nejilezit¢jSich parametr, které posuzuji spravnost proloZeni, ale

e

nelze se na ni spoléhat uplrPokud )(é vyrazré neklesne P pouziti slozi€jSiho modelu,
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tak prav@podobrg hodnota)(é odrazi Spatnou kvalitu dat.€¥8inou se povaZuje za spravny

pokles hodnoty )(é, pokud klesne dvakrat nebo vicekrat. MenSi¢yn v )(F% jsou

interpretovany opatgy vétSinou jsou zaloZeny naiguchozi znalosti analyzovaného
systémy8].

4.6.2. Analyza méreni ¢asow rozliSené fluorescence

K provadtni proloZzeni mireni caso¥ rozliSené fluorescence byl poskytnut program
DASG6 Fluorescence Decay Analysis Software od spol&ti HORIBA Scientific.
Pro analyzu dob Zivota mohou bytéiani prokladana 1 az 5 exponencialnimi funkcemi.
Obecnou matematickou funkci, kterou jsoéremi prokladana je:

t
F(t)=A+B exp(—fj, (29)
kde t predstavujecas, A je fitovaci parametrB predstavuje fedexponencialni funkci,
ktera dava souvislost s mnozstvim emitujici latkgnalyzovaném vzorku @ je pislusna
doba zivotd24].

V ptipadech viceexponencialnich pokigkdy je poteba porovnat vysledky s rovnovaznou
fluorescenci, se zavadigonérna doba Zivota. Ta fie byt spoitana pomoci dvou metod,
které zavisi na aplikaci vysledl{23]. VétSina aplikaci si vysta s vypdtenou pémeérnou
dobou Zivota podle rovnice:

n
T =2.am, (30)
i=1
kde a, = B [0,01. Druhym zmisobem vypé&tu, ktery se pouziva n#glad pro uziti ve
Stern-Volmero¥ grafu je:

™=
RN
~
N

I
U
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4.6.3. Korekce emisnich spekter

Vlivem vnitiniho filtratniho efektu prvniho druhu je pozorovana intenziterescence
mensi nez skutea intenzita fluorescence. Protoze imiifiltracni efekt niize zkreslit nidirené
zavislosti, je paeba odstranit vnihi filtraéni efekt pomoci nasledujiciho vygio:

1
7IDDex +ODem)

F., =F,00 , (32)

corr
kdeFcor je korigovand intenzita fluorescenégys pozorovana intenzita fluorescenGihey je
opticka hustotaip excitatni vinove délce ®©Den je opticka hustotaipemisni vinové délce.
ProtoZe mezi optickou hustotou a absorbanci ptashv
_A
OD=-7, (33)
muze byt opticka hustota nahrazena absorbantipagt, Ze je k niéfeni pouzivana kyveta o

tlou&’cel cm.
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4.6.4. Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Kriticka micelarni koncentrace byla a@na pomoci fluorescéni sondy pyrenu. Tato
metoda je zaloZzena na polaritni zavislosti intgnftitorescence vibkaich pd8 monomeru
pyrenu. Pordr intenzit fluorescence prvniho #&tiho vibr&niho pasu je v polarnim prosti
vyS8Si nez v progedi nepolarnim. Pokud &@e tenzid agregovat, prudce se snizi grom
intenzit fluorescence prvniho (373 nm)iatitho (383 nm) vibrniho pasu (dale jen emisni
polaritni index nebo EmPI). Ze zavislosti emisnpwaritniho indexu (EmPI) na logaritmu
koncentrace tenzidu se @ kritickd micelarni koncentrace. Tento postue@ozen na
predpokladu, Ze zavislost EmPI na logaritmu koncestratize byt popsana sigmoidni
kiivkou Boltzmanova typu. Rovnice takové zavislostvyjadena jakd28]:

y zpl—x-Afo A (34)
1+e M

kde y odpovid4 porgru intenzit fluorescence prvniho &etiho piku pyrenu, nezavisla
proménna x predstavuje celkovou koncentraci tenzidy, a A; jsou horni a dolni limity

sigmoidni Kivky, X predstavuje inflexni bod sigmoidnfikky a Ax je gradient. ProloZenim
zavislosti EmPI na logaritmu koncentrace sigmoikiivkou Boltzmanova typu v programu
Origin lze ziskat inflexni bod této zavislosti, yedvyslednou kritickou micelarni
koncentraci (Obr. 23).

1,6
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Koncentrace zhasece

Obr. 23 Sigmoidni Kivka Boltzmanova typu s parametry pr@emi CMC

4.6.5. Stanoveni agregéniho ¢isla

Agregahni cisla byla uéena pomoci zhaseni fluorescence. Zhasditierbyt zkoumano jak
pomoci steady-state fluorescence, t&ksow rozliSené fluorescence. ®lnetody pouZivaji
stejny par fluorescé&ni sondy a zhase. Steady-state metoda zahrnujeieni emise
intenzity fluorescence s rostouci koncentraci z®s€aso¢ rozlisena metoda zahrnuje
meieni  vyhasinacich fkek fluoroforu za pouziti TCSPC. Vyhasinacitivky jsou
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zaznamenavany wipomnosti solubilizované sondy v micelach a fitgmnosti sondy a
zhasSée. Krivky jsou nasled& analyzovany pomoci metody nelinearnich nejmendiarai.
Stanoveni agregaiho cisla pomocic¢aso¢ rozliSené metody je z hlediska provedeni a
analyzovani réeni slozitjSi nez rovnovazna metoda, ale neplati pro ni omiezako tomu

je v pipadt steady-state metod@Q], [47].

Pri pouziti steady-state metody se musédpokladat, Ze se v systému nachazi imobilni
sonda i zha%e tedy Ze nedochazi k zadné intermicelarni migsacidy a zha$e po dobu
Zivota fluorescetni sondy. B pouziti koncentrace fluoresa@ari sondy mnohem nizsi nez je
koncentrace micel a pokud se koncentrace Zeaseni tak, Ze podil koncentrace zhésa

micel se bude #mit v rozmezi 0 az 2, tak Zma intenzity emise fluorescence je dana rovnici:

Do = exp E (35)
F [M]
kde [M] je koncentrace micel a [Q] je koncentradc&éSe. DalSim pedpokladem je, Ze

ko

Kineticky pongr m (ko predstavuje rychlostni konstantu intramicelarnihoSena ak je

rychlostni konstanta intramicelarniho vyhasinanioféscence) je mnohem¢tsi jak 1
a distribuce sondy a zh&&epodléha Poissondwstatistice. Nasledinse po vyneseni zavislosti

F o . . . " - Cor
InFO na koncentraci zhad&e mize ze srrnice této zavislosti dit agregéni ¢islo:

n—=2=-———2
F [S]—[CMC][Q] (3€)
kde [§ predstavuje celkovou koncentraci tenzidu a [CMC]ijédka micelarni koncentrace.
Pri caso¥ rozliSenych mifenich je sonda excitovana kratkyméwnym pulzem a
vyhasinani fluorescence je monitorovano pomoci TCSRizeni. Ri absenci zhase je
rychlostni konstanta vyhasinank=1/7, (7, predstavuje dobu Zzivota fluoroforu

v micelarnim prosedi) a Kivka vyhasinani je monoexponenciélnititBmnost zhade
ovlivni vyhasinani tak, Ze sefikka stava biexponencialni autre byt proloZzena rovnici,
kterou navrhli Infelta a Tachiy®0], [51]:
t
F(t)=F(0) exp{—r——c[ - expﬁ—th)]} (37)
0
kde F(t) a F(0) jsou intenzity fluorescence ¢aset a véase 0 aC predstavuje porr
koncentraci zhage a micel. Pokud je vynesena zavisl@Gsha koncentraci zhade, tak ze
smernice této zavislosti dze byt vypétena hodnota agreg@ihocisla:
N
C=——2—|0Q
CEEEIN (@8
Jedinou podminkou taso¥ rozliSené metody je, Ze hodnd®ymusi byt pizpusobeny, aby
byly okolo 1. Zteoretickych isodi nesmi byt hodnotyC vySSi jak 2[52]. Takova
koncentrace zha&e by mohla ovlivnit strukturu micel. Pokud se vtéysu nachéazi staticke
zhaSeni, ovliiuje to pouze hodnotl(0) a neNp neboky. Absorbance vSech vzarknusela
byt drzena pod hodnotu 0,1, aby bylo zamezendniniu filtracnimu efektu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Stanoveni kritické micelarni koncentrace tenzid CTAB, SDS
a Tritonu x-100

Kriticka micelarni koncentrace tenaic€TAB, SDS a Tritonu x-100 byla stanovena pomoci
steady-state fluorescence. Postup a teorie standUBC je popsana v kapitold.6.4.
Hodnoty CMC jsou nezbytné praipravu vzork pro stanoveni agregaiho ¢isla €chto
tenzid.

Hodnoty kritické micelarni koncentrace byly zi$y proloZzenim zavislosti emisniho
polaritniho indexu na logaritmu koncentrace (Ol). Zigmoidni kivkou v programu Origin.

1,7

1,6 1 *x - * .ﬁf -
15| y ?

= 1,4
DE- .
TR 5
1,3
z { L]
tﬂ"“‘-&
L2 1y cTas = -
SDS
11| |mst . '
A Triton x-100 =
1,0 T \ T
1,E-05 1,E-04 1,E-03 1,E-02 1,E-01

[S] (mol/dm?®)

Obr. 24 Zavislosti emisniho polaritniho indexu na konceaity@islusného tenzidu. Osa x je
v logaritmickém r¥itku

Hodnota kritické micelarni koncentrace u¥ad Sigmou-Aldrich by rla byt okolo
1 mM[27]. Podobnou hodnotu uvédve své praci Aguiara a spol., kigpublikovali hodnotu
kritické micelarni koncentrace CTAB v rozmezi 0,921,00 mM [28]. Mnou stanovena
hodnota kritické micelarni koncentrace byla 1,18 mM

Pro tenzid SDS uvadi Sigma-Aldrich hodnotu kritiakécelarni koncentrace v rozmezi
7-10 mM [27]. Dominguez a spol. zfisvali CMC SDS pomoci UV-VIS metody,
fluorescerni metody a pomoci elektrické vodivosti a publikeggmezi kritické micelarni
koncentrace SDS od 7,4 mM do 8 ni®®]. Mnou nandiena hodnota CMC byla 7,3 mM.

Sigma-Aldrich udadva hodnotu kritické micelarni kentrace pro tenzid Triton x-100
vrozmezi 0,2 — 0,9 mM27]. Dale Aguiar a spol. udava hodnotu CMC Tritonu Q01
v rozmezi 0,24 — 0,27 mN28]. Mnou stanovena hodnota kritické micelarni koncerd
Tritonu x-100 byla 0,28 mM.

Vzorky pro stanoveni kritické micelarni koncentrasteady-state metodou byly také
podrobenycéasow-rozliSenym mgienim. Rislusné doby zZivota viz Tabulka 1. Z vyslédk
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plyne, Ze v koncentracichqu kritickou micelarni koncentraci je pokles mormenencialni,
ale jakmile se zdnaji tvait agregaty tenzidu, vyhasinacfivka se stava biexponencialni.
Druhy cas pati excimeru pyrenu, coZz bylo potvrzeno proloZzenimhasinaci kvky
matematickym modelem pro excimer. Z tabulky je ntopomoci relativnich amplitud, tedy
relativniho  zastoupeni fglusné doby Zivota, pozorovat fifpmnost excimeru i
v koncentracich za CMC. Excimer pyrenu despava tvat, az kdyZz pomyr koncentrace
pyrenu a koncentrace micel klesne pod 0,5.

Tabulka 1 Priklad hodnot dob Zivota fluoroforun( a ) a jejich pislusné relativni
amplitudy (B, B;)

CMC
¢islo vzorku | Cyiton x100 (mol/dms) T T, B, B,
0 0 125,29 - 100 -
1 9,0E-05 127,29 - 100 -
2 1,0E-04 129,73 - 100 -
3 2,0E-04 127,16 - 100 -
4 2,5E-04 129,38 18,44 96,90 3,10
5 3,0E-04 172,30 87,93 61,27 38,73
6 3,5E-04 197,73 92,53 60,89 30,11
7 4,0E-04 212,23 94,89 79,22 20,78
8 4,5E-04 210,05 94,32 18,90 81,10
9 5,0E-04 207,99 95,23 18,00 82,00
10 5,5E-04 206,36 69,16 92,60 7,40
11 6,0E-04 215,42 77,98 92,68 7,32
12 6,5E-04 212,41 73,81 93,81 6,19
13 7,0E-04 214,20 76,22 93,48 6,52
14 8,0E-04 212,84 50,55 96,85 3,15
15 9,0E-04 212,94 58,07 96,59 3,41
16 1,0E-02 225,47 5,51 96,63 3,37

V pripact CTAB a SDS byl hluboko za kritickou micelarni kemtraci vzdy pozorovan
monoexponencialni pokles, takze vesSkeré mnozstvilysdylo solubilizovano v micelach.
V piipac Tritonu x-100 se za kritickou micelarni koncenfrabjevovaly dvacasy. Bylo
usouzeno, Ze prvndas okolo 225 ns patpyrenu emitujicimu z micel a druhsas okolo
5,5 ns pdf, vzhledem ke strukte tohoto tenzidu, samotnému Tritonu x-100. Tato mtarka
byla potvrzena grenimcéasow rozliSené fluorescence roztoku Tritonu x-100 b#tomnosti
fluorescerni sondy, kdy byl nagten ¢as 5,1 ns. K tomuto fenoménu nedochazi ihned po
agregaci tenzidu, ale az hluboko za kritickou ndio@l koncentraci. Pragdodobré dochazi
ke zmené organizace micely, respektive benzenovych jaderidé tak, Ze je mozno
pozorovat emisi fluorescence.
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Obr. 25 Vyhasinaci kvky pyrenu v Tritonu x-100 aiznych koncentracich

5.2. Stanoveni agregéniho ¢isla tenzidi CTAB, SDS a Tritonu x-100 pomoci
steady-state fluorescence a pomo&hsow rozlisené fluorescence

Postup pro vyptet agregéniho cisla je popsan v kapitold.6.5. Agrega&ni cislo bylo
uréeno pomoci zhasSeni fluorescence, které je pops&apitole2.2.4.a bylo uteno pomoci
steady-state dasow-rozliSené metody. #°zh&Seni dochézi k poklesu intenzity fluorescence,
coz se projevuje jak na emisnich spektrech (Oby,. t2& i na velikosti a tvaru vyhasinacich
kiivek (Obr. 27). V pipadt ¢asow rozliSenych experimefite mozno pozorovat zénu doby
Zivota fluorescence se zvySujici se koncentracge&ba Doba Zivota se budeénit pouze,
pokud v systému probih& dynamické zhaseni.

Podle Alargovy a spol. tize vyp@et agregéniho ¢isla pomoci steady-state fluorescence
vyustit ve znané chyby v agregaich cislech. MnozZstvi tenzid pro které je mozno
s dostaténou @Fesnosti uiit agregéni cisla steady-state metodou, je mnohem vice omezen
nez mnozstvi tenzid u nichz je mozno dosta@t® presré agregani ¢islo stanovit pomoci
caso¥ rozlisené metody. Proto jeulézité kontrolovat steady-state data ¢estsow
rozliSenymi ngtenimi. Aby se steady-statecasow rozliSena metoda shodovaly, musi byt

Ky

kineticky pongr m alespa v¢tSi jak 10. Dale s rostouci velikosti agrégao cisla také

roste chyba it jeho stanoveni steady-state metodou. DalSi o#lehgteady-state metody
oproti ¢caso¥ rozliSené fluorescenci spiwa ve zvySeni viskozity prasdi, napiklad
piidavkem polymeru. Qg ¢im vySSi je viskozita prosdi, tim tSi by n€la byt odchylka
steady-state metody od metathsow-rozlisend 30].
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Obr. 26 Emisni spektra pyrenu solubilizovaného v micel&dkles intenzity fluorescence byl
zpisoben zvySujici se koncentraci zld@se
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Obr. 27 Krivky vyhasinani pyrenu solubilizovaného v micel&kles intenzity fluorescence
I zmena tvaru vyhasinacirkky byla zgsobena zvySujici se koncentraci zliase
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5.2.1. Stanoveni agregéniho ¢isla 20 mM CTAB a vliv pridavku nativniho hyaluronanu
na agregani ¢islo CTAB

V pripact ¢istého CTAB bylo agregai ¢islo pomoci steady-state fluorescence stanoveno
na 43 molekul tenzidu na micelu (Obr. 28psow-rozlisenymi experimenty bylo agregsd
¢islo CTAB vypditeno na 108 molekul tenzidu na micelu (Obr. 29)¢ @dvislosti byly podle
piedpokladu linearni.
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Obr. 28 Zavislost pirozeného logaritmu podilu intenzit fluorescenceabgenci a
v pritomnosti zhds® na koncentraci zha&e, koncentrace CTAB a hyaluronanu byla
konstantni

Rozdil mezi agregaimi cisly zjiS&€nymi pomoci obou metod je vice nez dvojnasobny. Je
to zpisobeno nizkou hodnotou kinetického powm ktery ma hodnotu 1,1, a také tim,
Ze micely CTAB v této koncentraci maji vysokou hotin agregéniho cisla, které neni
mozno steady-state metodou dostatepresré stanovit. B zkoumani agredgaiho cisla
pomoci steady-state metody se takécmdidiSi hodnoty z odbornych publikaci. Néidad
Moulik a spol. zjistili pomoci steady-state metaayregéni ¢islo o hodnat 62 [32], kdezZto
Sanchez a Ruiz zjistili agreg@ ¢islo 20 mM CTAB o hodnet 81 [34]. Agrega&ni cislo
CTAB bylo také zkoumano wvipdchozich pracich pomoafaso¥ rozliSené metody.
Napiklad Roelants a Schryver zjistili touto metodouesgni ¢islo 31 mM CTAB o hodnet
104 molekul tenzidu na mice[@1]. Pravé&podobré nejwtsi roli v rozdilu mezi agregaimi
¢isly CTAB stanovenymi pomoci obou metod hraje tafieticky pongr, jehoZz hodnota
je 1,1. Dale se pra¥godobré bude rapidié ménit struktura micel s koncentraci tenzidu a tedy
i pocet molekul tenzidu na miceld¢jmz poroste chyba mezi &ma @islusSnymi metodami
uréeni agregéniho ¢isla s koncentraci tenzidu. DalSim faktorem audpicim rozdil mezi
steady-state g&asow-rozliSenou metodou jeffpomnost rozpugheho kysliku ve vzork{BQ].
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Obr. 29 Zavislost porru koncentrace zha&e a micel na koncentraci zh@®e koncentrace
CTAB a hyaluronanu byla konstantni

Po @idani hyaluronanu doSlo ke #Zm€ agregéniho cisla pouze ucasow-rozliSené
metody. Podle iedpokladu se agreda ¢islo CTAB nElo po gidani hyaluronanu zémit.
Vzhledem k tomu, Ze hyaluronan obsahuje disociovieem®oxylové skupiny a molekuly
CTAB maji kladny naboj, iedpokladala se elektrostaticka interakce mezi nuideki CTAB
a hyaluronanem, takze i Zma agregéniho cisla. Pravépodobr se tvdily agregaty CTAB
vazané na hyaluronan a prapddobré hyaluronan umoznil stabilizaci micel CTABg3
elektrostatické interakce tak, Ze tougpbilo agregaci tenzidu oét8im agregénim dcisle.
Pomoci steady-state metody bylo v obdipadech stanoveno téinshodné agregdai ¢islo.
Agregani cislo vzrostlo ze 43 na 44 molekul tenzidu na micé@br. 28). Pomoci
caso¥-rozliSené metody agrega cislo vzrostlo ze 108 na 146 molekul tenzidu
na micelu (Obr. 29). Rozdil mezi &ba metodami se zvysil pragpbdobré kvili zméne ve
viskozit prostedi a z¥tSeni agreganiho ¢isla micely CTAB. JelikoZ byl do systémiigan
hyaluronan, doSlo ke zvySeni viskozity piesi a tedy i zvySeni difazniho koeficientu, coz
melo vliv na rozdil agregaich ¢isel stanovenych pomoci obou metod. ZvySeni kikétio
pontru na hodnotu 1,2 by neho mit zadny vliv na zrnu rozdilu agregmich cisel
ziskanych pomoci obou metod. Na steady-state metodu znény vliv piitomnost
rozpuséného kysliku ve vzorku. N#&asow-rozliSenou metodu byifijomnost kysliku ve
vzorku mit viiv nengla [30]. Hodnoty agregaich¢éisel a kinetickych pogrt viz Tabulka 2.

Tabulka 2 Vypaitené hodnoty agredaich cisel 20 mM CTAB v absenci a &itpmnosti
0,1 % hyaluronanu arspslusné kinetické podry

Nss Np 107 ke 51 107 k(s | kgk
CTAB 43 108 0,887 0,813 1,092
CTAB + HyA 44 146 0,988 0,829 1,191
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5.2.2. Stanoveni agregéniho ¢isla 70 mM SDS a vliv pidavku nativniho hyaluronanu
na agregahni ¢islo SDS

Dodecylsiran sodny je jiz déb definovany tenzid, ktery byva pouZzivan jako modal
latka pro nové pary zh&%e a fluorescetni sondy[30]. | vtomto gipac byl pouzit jako
modelova latka pro deni rozdilu mezi steady-state metodotiaaow rozliSenou metodou.
Rozdil mezi obma metodami by & byt minimalni. Nasledabylo zkoumano, jak ovliwje
hyaluronan agredai ¢islo tohoto tenzidu.

Pomoci steady-state metody bylo agtejéislo SDS stanoveno na 59 molekul tenzidu na
micelu (Obr. 30).Casow-rozlisenou metodou bylo agregm ¢islo SDS stanoveno na 77
molekul tenzidu na micelu (Obr. 31).
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Obr. 30 Zavislost logaritmu podilu intenzit fluorescencabsenci a v fitomnosti zhase na
koncentraci zh43e, koncentrace SDS a hyaluronanu byla konstantni

Rozdil mezi oBma metodami je v tomtoripadct velice maly. Je toiedevsim zfisobeno
vysokym kinetickym porérem, ktery ma hodnotu 5,8. DalSimivddem malého rozdilu mezi
obéma metodami je velikost agregdho c¢isla. Ri srovnani s micelami CTAB je pet
molekul tvdicich micelu téms¢ dvakrat menSi. Ztoho plyne, Ze bude mozno pomoci
steady-state fluorescence stanovit agtepaislo SDS s ¥tSi pesnosti, nez tomu bylo u
CTAB. Alargova a spol. stanovovali agrégacislo SDS o koncentraci 97 mM také pomoci
steady-state tasow-rozliSené metody a dostaly hodnoty 75,2 a 76,lekdl tenzidu na
micelu[30]. Rozdil 18 molekul tenzidu na micelu v méniiami byl zgisoben tim, Ze vzorky
nebyly zbaveny rozpuitého kysliku. Jak je jiz zméno vySecaso¥ rozliSena metoda neni
zavisla na rozpudhém kysliku ve vzorcich, kdezto steady-state metodmn&nou nerou
ovliviiuje. Dale Gehlen a Schryver stanovovali agtagaisla SDS pomoatasow rozliSené
metody v rozmezi koncentraci 50 mM az 200 mM a atiskodnoty agreganich cisel
Vv rozmezi 63 aZz 6B35].
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Obr. 31 Zavislost porru koncentrace zha&e a micel na koncentraci zh@®e koncentrace
SDS a hyaluronanu byla konstantni

Pridani hyaluronanu k SDS podlefegpokladu lehce zénilo pouze agregai cislo
stanovované steady-state metodou z 59 molekuldema micelu na 57 pravplodobré kvali
zvySeni viskozity progedi po pidani hyaluronanu. Rozdil mezi agrégami cisly
stanovovanymi steady-state d&@sow-rozliSenou metodou je #poben opt pritomnosti
rozpuséného kysliku ve vzorcich, ktery oviivje steady-state data. Pokud by byl rozgugt
kyslik ze vzork odstragn, pravé&podobrt by kinetické pordry presahly hodnotu 10
a agregeni cisla stanovena pomoci obou metod by byla identiek@luronan neovliiuje
agregani cisla micel dodecylsiranu sodného, protoZze hyaluronanolekuly SDS nesou
zaporny naboj, takZze se vroztoku budou odpuzov@daotlivé micely SDS budou od
molekul hyaluronanu odteny spojitou vrstvou rozpou&tla. Hodnoty agregaichéisel SDS
a prislusnych kinetickych po#na viz Tabulka 3

Tabulka 3 Vypaitené hodnoty agred@aich cisel 70 mM SDS v absenci a Atpmnosti
0,1 % hyaluronanu aspslusné kinetické padry

Nss No |107kq(sh] 107k (s™) | kgk
SDS 59 77 3,417 0,585 5,841
SDS + HyA 57 77 4,336 0,615 7,050
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5.2.3. Stanoveni agreg#éniho ¢isla 10 mM Tritonu x-100 a vliv pgfidavku nativniho
hyaluronanu na agreg#&ni ¢islo Tritonu x-100

Pomoci steady-state metody bylo stanoveno agnégéslo Tritonu x-100 na 36 molekul
tenzidu na micelu (Obr. 32§ aso¥ rozlisenou metodou bylo jeho agrégagislo ukeno
na 137 molekul tenzidu na micelu (Obr. 33).
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Obr. 32 Zavislost logaritmu podilu intenzit fluorescencabsenci a v fitomnosti zhase na
koncentraci zhage, koncentrace Tritonu X-100 a hyaluronanu bylastantni

Rozdil mezi obma metodami je v tomtoripadt témei ¢tyrnasobny. Je to #igobeno velmi
nizkou hodnotou kinetického p&nu, ktera je 0,64. DalSimi tdody jsou pitomnost
rozpuséného kysliku ve vzorcich a velikost agrégi@o cisla Tritonu X-100.
Casow-rozlisena fluorescence stanovila agregacislo o relativé vysoké hodnat
které neni schopna steady-state metoda dostgpeesre stanovit. Kazdé gfeni agregéniho
¢isla Tritonu x-100 bude také zaviset naisgbu pipravy vzorki, kterd bude ovliiovat
vyslednou hodnotu agregjdaho cisla. Triton x-100 je totiz latka hygroskopicka a
fotosenzitivni, takze Zfsob gipravy bude hrat roli v ziskané hod&aigregéniho ¢isla.
Samotna literatura se, stéjjako u kationtového CTAB, velice liSi v ngenych hodnotach
agreganiho c¢isla Tritonu x-100. Sigma-Aldrich referuje hodnotagregéniho cisla
Tritonu x-100 mezi 100 az 155 molekulami tenzidunmiaelu[27]. Dale Bhattacharya a spol
urcily agrega&ni c¢islo Tritonu x-100 o koncentraci 10 mM na 138 malekenzidu na
micelu[36]. Nasled® Alargova a spol wily hodnotu agregaiho ¢isla Tritonu x-100 o
hmotnostni koncentraci 3,44 hm% pomoci steady-s$taasow rozliSené metody na 69,5 a
106 molekul tenzidu na mice[@0]. Davodem odchylky od publikovanych hodnofibe byt
zpisob gipravy vzorki, podminky mdteni a také, u steady-state metoditomnnost kysliku
ve vzorcich. DalSimivodem odchylky od publikovanych hodnot agr&agah cisel mize byt
fakt, Ze samotné micely Tritonu x-100 v koncentratdleko za kritickou micelarni
koncentraci emituji fluorescenci s dobou Zivota B3 Po pdani fluorescetni sondy
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se v roztoku micel a sondy objevujieddoby Zivota namisto jedné. Tdimasi problémy pro
uréeni agregeéniho ¢isla pomocicaso-rozliSeneho modelu pro micelarni zhaseni, protoze
tento model je uzisoben jako biexponencialni. JelikoZ padani zhas&e do systému pyrenu

s Tritonem x-100 Ize vyhasinaciiwu vyhodnotit triexponencialnim modelem, dochpii

prolozeni modelem pro micelarni zhaseni k ziskap$okych hodnot )(é a tedy i

k pravéEpodobré odlisSnym hodnotdm po¥ru koncentrace zha&e a micel. Prawpodobrg

vysokeé hodnoty)(é jednotlivych vyhasinacich tivek jsou divodem nizké hodnoty
spolehlivosti proloZeni nagrenych dat regresntikkou.
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Obr. 33 Zavislost poreru koncentrace zhage a micel na koncentraci zhage koncentrace
Tritonu X-100 a hyaluronanu byla konstantni

Pridavek hyaluronanu snizil hodnoty agré&gao ¢isla utovaného pomoci obou metod.
Pomoci steady-state metody byla stanovena hodmgpégainiho cisla Tritonu x-100 na 35
molekul tenzidu na micelu (Obr. 32). Pomoasow-rozlisené metody bylo teno agregani
¢islo Tritonu x-100 v fitonosti hyaluronanu na 113 molekul tenzidu na mi¢®br. 33).
Protoze nebyla sniZzena hodnota agtedw cisla utovaného pouze pomoci steady-state
metody, nehréla v tomtaipad vyraznou roli zvySena viskozita preéetli, ale spiSe interakce
mezi hyaluronanem a Tritonem x-100. Mohlo dojit ykveieni vodikové vazby mezi
hyaluronanem a hydrofilnimi polyetylenoxidovymi gkoiami tenzidu,cimz by mohly byt
nékteré molekuly tenzidu nedostupné k agregaci nebdilsy tmto vazbam z&naji agregéaty
Tritonu x-100 tvéit v blizkosti fettzce hyaluronanu, kde praymbdobré nebude mozno
vytvorit agregéat o stejné velikosti, jako tomu bylo vedmém roztoku. Hodnoty agrefydch
¢isel a pislusnych kinetickych po#ni viz Tabulka 4.
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Tabulka 4 Vypatené hodnoty agredgaich cisel 10 mM Tritonu X-100 v absenci a
v pritomnosti 0,1 % hyaluronanu aiplusné kinetické padry

Nss No |107ky(sM)] 107k (s?) | kgk
Triton x-100 36 137 0,289 0,449 0,642
Triton x-100 +HyA 35 113 0,381 0,410 0,929

5.3. Vliv ndboje micely na druh zhaSeni a vliv pidavku nativniho hyaluronanu
na druh zhaseni

Dale bylo zkoumano, jak ovliuje naboj micely druh zhaSeni. Byl vybran katiogtov
aniontovy a neiontovy tenzid a pro vSechny tytozigy byl vybran stejny par sondy a
zhéSee. Nasleda byl zkoumén vliv pidavku nativniho hyaluronanu na druh a procentudlni
zastoupeni zhaseni.

5.3.1. Vliv nativniho hyaluronanu na zhaSeni v micelach 2onM CTAB

Jak jiz napovida Stern-Volmer graf pro zhaSeni pyrenu ve vodném roztoku CTAB,
probihd zde kombinovarstatické i dynamické zhaseni (Obr. 34). Bylo Wteao, Ze z 35 %
se jedna o dynamické zhaSeni a z 65 % se jedradickstzhaseni.
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Obr. 34 Stern-Volmeiv graf pro zhaseni pyrenu v 20 mM CTAB pomoci GRE2r Xo/x
znaii v pripad steady-state dat pafn Fo/F a v pipad casow-rozliSenych datty/t,
koncentrace CTAB byla konstantni

Dynamické zhasSeni je ovli¥no tim, jak rychle dokaze zh@Seifundovat k fluoroforu, ale
u statického zh&seni dochazi k vyemwi nefluorescentniho komplexu v zakladnim stavu,
pokud je ®jakym zpmsobem fluorofor v blizkosti zha&e pred absorpci sila. Z toho plyne,
Ze v blizkosti 65 % zhaSenych fluoraiose je&t pred absorpci s#la nachazela molekula
zhaSée v blizkosti fluoroforu. Ke zbytku zhaSenych flatora se zhaSe dostal az po
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absorpci sttla, tedy kdyz se fluorofor nachazel v excitovargtavu,cimz byla sniZzena doba
Zivota fluoroforu. Ze Stern-Volmerova grafu plyriee v nizkych koncentracich zhé&geje
preferovano dynamické zhaseni. NejspiSe v nizkyeiténtracich budourgviadat odpudivé
sily mezi micelami a molekulami zh#&ge protoze sdili stejny naboj. Se zvySenim
koncentrace zha8e bude pravgbodobré energeticky vyhod¥Si zalenit molekuly zhasee

do micely CTAB,¢imz by mohl byt vytvéen nefluorescentni komplex v zakladnim stavu.

V pripact pridavku nativniho hyaluronanu k vodnému roztoku CTedBdekavala, stejn
jako v pipact uréeni agregéniho cisla, interakce mezi karboxylovymi skupinami
hyaluronanu a kladn nabytymi tenzidy CTAB, padgpads i interakce hyaluronanu
s molekulami CPC. Vzhledem ke zvySeni viskozitysgieai diky gidavku hyaluronanu se
ocekavalo snizeni efektivity dynamického zh&Senikdglse jednd o proces kontrolovany
difazi, zvySeni viskozity snizi difuzni koeficiertedy by n&lo dojit k omezeni efektivity
dynamického zh&sSeni. Pofigani hyaluronanu doSlo oprotifgdpokladm ke zvySeni
efektivity dynamického zhaseni na 63 % a efektisi@ického zhaseni klesla na 37 % (Obr.
35). Jelikoz kwli zvySeni viskozity neklesla efektivita dynamickétzhaseni, musi mit
interakce hyaluronanu s CTAB za nasledelkémnv organizaci micely CTAB nebo pozice
sondy v micele tak, Ze nemohl byt vyfea komplex fluoroforu a zh&&e Popipact diky
vytvoieni agregdit CTAB-hyaluronan ne#l zhaSe€ moznost proniknout do struktury micely,
aby mohl vytvait komplex fluorofor-zhdse Molekuly zha3S&e byly nasledé schopny ve
vétSim mnozstvi difundovat k molekulam fluorest®insondy, ale nebyly schopny se do
jejich blizkosti dostat jeStpred absorpci sila.
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Obr. 35 Stern-Volmeiv graf pro zhaSeni pyrenu v CTAB a HyA pomoci CP@rer Xo/X
znaii v pripade steady-state dat pain Fo/F a v pipad casow-rozliSenych datto/t,
koncentrace CTAB a hyaluronanu byla konstantni
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5.3.2. Vliv nativniho hyaluronanu na zh&Seni v micelach 7onM SDS

V 70 mM vodném roztoku SDS jde, vzhledem k &&mulovému zastoupeni dynamického
zh&Seni a vzhledem k Zaleni Stern-Volmerova grafu pro steady-stat&eni, o zhaSeni
efektivni sférou (Obr. 36). Wvodem je struktura micely SDS. Uhlovodikoksigzec SDS je
kratSi neZettzec CPC, takZze s@dpokladem, Ze se pyren nachazi v hydroféhsfi micely
nebo i v palisadové vrstvmicely, nebude fluorofor v bezprostini blizkosti zhase, ¢imz
nebude moct dojit k vytweni nefluorescentniho komplexu v zakladnim stavahl&lem
k i¢innosti statického zhaseni bude fluorofor v dosageci sféry CPC. Tento systérnze
byt také stabilizovan ogaymi naboji micely a zhage. Takto zanedbatelny podil
dynamického zhaSeni bude prapddobrt zpisobem tim, Ze vznikly systém SDS
s molekulami CPC zakomponovanymi v micele a stabianymi op&anym nabojem bude
vice energeticky vyhodny, nez molekuly CPC difumciujoztokem.
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Obr. 36 Stern-Volmeiv graf pro zhaSeni pyrenu v SDS pomoci CPC. dPomix zna'i
v pripade steady-state dat pamFy/F a v pipad casov-rozliSenych datrg/t, koncentrace
SDS byla konstantni

Po gidani hyaluronanu k SDS nedoSlo t#nk Zadnym zrmanam rychlostnich konstant
zh&Seni. Oft se jedna pouze o zhaSeni efektivni sférotispivek dynamického zhaseni Ize

zanedbat. Doslo k malému zmenSeni sféry efektivaffageni 2/,N, =945 94 dm /ma na

V,N, =916 91dni /mc v systému tenzidu s hyaluronanem (Obr. 37)izé1 to byt

zpisobeno zvySenim viskozity prostli, kde zhaSeci sféra prépddobr nema takovy
ucinek jako v roztoku s mensSi viskozitou.
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Obr. 37 Stern-Volmeidv graf pro zhaseni pyrenu v SDS a HyA pomoci CR8ePXy/x zna‘i
v pripade steady-state dat pamFy/F a v pipad casov-rozliSenych datrg/t, koncentrace
SDS a hyaluronanu byla konstantni

5.3.3. Vliv nativniho hyaluronanu na zh&Seni v micelach 10nM Tritonu x-100

U zhaSeni v Tritonu x-100 se projevilo kombinovatatické i dynamické zhaseni, stejn
jako u CTAB. Ale prolozeni steady-state dat linéakiivkou dalo stejnou hodnotu
spolehlivosti jako fi proloZzeni polynomickou funkci, proto byl ponechdmearni
model (Obr. 38). Prawgodobré to plyne ztoho, Ze vsystému jestdinovy podil
dynamického zhaSeni, ktery bude mitsv vliv na zakiveni zavislosti kombinovaného
zh&Seni. Z vyp#iu podilu dynamického a statického zhaSeni bylgarig hodnoty 53 % pro
dynamické zhaSeni a 47 % pro statické zhaSenid&yagobr vice jak polovina molekul
zh&See podilejicich se na zhaSeni neni v micele Tritorl®0 dostaténé stabilizovana, aby
vytvorila nefluorescentni komplex v zakladnim stavu.

Po gidani hyaluronanu byl zvySen podil dynamického eha®a 56 % a podil statického
zhasSeni se snizil na 44 % (Obr. 39).¢Obyla steady-state data prolozena linearni funkci
oproti polynomické, protoZze hodnota spolehlivosylabpro oba fipady stejna. ProtoZze
nedoslo k poklesu podilu dynamického zhaSeni, gddid nafistu, hrali étSi roli, nez vzist
viskozity prostedi diky hyaluronanu, interakce mezi Tritonem X-180hyaluronanem.
Vzhledem ke zmrn¢ agregéniho cisla Tritonu x-100 bez hyaluronanu a tNtpmnosti
hyaluronanu je prawgodobné, Ze se na zvySeni podilu dynamického zhismtilela i
strukturni znéna micel Tritonu x-100 diky interakci tohoto tenzid hyaluronanem. Jak jiz
bylo zmiréno vySe, hyaluronan by mohl interagové g vodikové rastky s Tritonem x-100
a tato interakce by mohla owvigvat strukturu jeho micel. Tim by mohlo dojit i épBi
stabilizaci micel Tritonu x-100¢imZz by vice molekul zha&e nebylo schopno vytvib
nefluorescentni komplex v zakladnim stavu a tinsityyodil statického zhaseni v systemu.
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Obr. 38 Stern-Volmeidv graf pro zhaSeni pyrenu v Tritonu x-100 pomocCCPonegr Xo/x
znaii v pripade steady-state dat pafn Fo/F a v pipad casow-rozliSenych datty/t,
koncentrace Tritonu X-100 byla konstantni
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Obr. 39 Stern-Volmeidv graf pro zhdSeni pyrenu v Tritonu x-100 a HyA poinCPC. Porer
Xo/X zna&i v pripade steady-state dat pain Fo/F a v pripadd casow-rozliSenych datry/t,
koncentrace Tritonu X-100 a hyaluronanu byla konsta

55



5.4. Uréeni relativni pozice pyrenu v micele CTAB, SDS a Ttonu X-100

Podle struktury pyrenu by se daléedpokladat, Ze se ve vodném roztoku micel bude
nachézet v centralni, tedy hydrofoladisti micely. Dale by se mohlagrpokladat, Ze pyren
nebude emitovat fluorescenci (Fggact s velice slabou intenzitou), pokud bude ve vodném
roztoku. Ve vod ale pyren intenzivh fluorescenci emituje. Déle z hodnoty emisniho
polaritniho indexu nasteného v hydrofobnim prasdi n-heptanu a z porovnani emisniho
polaritniho indexu nasteného v micelach bylo usouzeno, Ze se pyren nebadbazet
v hydrofobni¢asti micely, ale spiSe na rozhrani hydrofobni ardfyidi ¢asti nebo blizko
rozhrani hydrofilniéast micely-voda (Obr. 40). Ke zkoumani pozice fbforu v micele bylo
vybrano zhasSeni jodidem draselnym, ktery bytear ke zkoumani vodného priedi a
fazového rozhrani voda-hydrofildéast micely, 3-jodpropanovou kyselinou, ktera byléena
ke zkoumani hydrofilngasti micely a rozhrani mezi hydrofilni a hydrofol@asti micely a
fenyljodidem, ktery byl vybran pro zkoumani hydrofd oblasti micely.
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Obr. 40 Emisni spektra pyrenu v n-heptanu a v CTAB

5.4.1. Zh&Seni pyrenu jodovymi derivaty v micele 20 mM CTA

Pyren v CTAB byl nejtinngji zhdSen za pomoci 3-jodpropanové kyseliny a jodid
draselného. Naopak jodbenzen pyren nezhaSei téfbec (Obr. 41). Vzhledem k tomu, ze
acinnost zhaseni mezi 3-jodpropanovou kyselinou &gd draselnym byla velice podobna,
nachazi se &Sina pyrenu na rozhrani hydrofobni a hydrofiésti. | kdyZ jodid draselny
zhasSel s podobnowimnosti jako 3-jodpropanova kyselina, nebude tommrzat, Ze s€ast
molekul pyrenu nachazi na hydrofilsasti micely nebo ve vodné fazicdast v palisddové
vrstw micely. Casos¥ rozlisené mifeni pyrenu solubilizovaného v micelach dalo
monoexponencialni pokles a doba Zivota byla odl@h&loby Zivota pyrenu ve védTaké
steady-state data ukazala, ze je pyren vf@osts rozdilnym EmPI, nez jakym ma voda.
Z toho bylo usouzeno, Ze se pyren nachézi v palsadrsté micely. Vysoka tinnost
zhasSeni jodidem draselnym zhaze se tento zhaS@enachazi pouze ve vodném predit,
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ale je isolubilizovan na hydrofilnim rozhrani nlicekde stale mé velky vliv ve zhaSeni
pyrenu. Vzhledem kdinnosti zhaSeni jodbenzenem to vypada, Ze se myglekvenu ténsi
vilbec nenachazi v centraltésti micely.
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Obr. 41 Steady-state data pro zhaSeni pyrenu v CTAB ponumidu draselného,
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentr@deé\B byla konstantni

Pomoci ¢caso¢ rozliSenych mteni byl ugen ponér mezi dynamickym a statickym
zhaSenim pro jednotlivé zhd&ge Jiz ze Stern-Volmerovych zavislosti je &tjdze nejétSi
acinnost dynamického zhaSeni ¢imjodid draselny (Obr. 42). Neth vSak nejetsi
procentualni zastoupeni dynamického zhaseni zéhwiepdovych derival. Nejvice, tedy
99 % dynamického zhaseniginjodbenzen, coz bylo dano celkovodinnosti zhaSeni, ktera
dosahovala u po#énu Fo/F pouze k hodnet 1,14. | u ostatnich zh&%e se dosahovalo
vysokého podilu dynamického zhaseni. Konk¥&nodpropanovéa kyselina zhasela z 64,3 %
dynamickym zhasSenim a jodid draselny ze 77 %. Wysoké podily dynamického zhaSeni
jsou zpisobeny vlivemdzkého atomu, tedy jodu. Molekuly obsahujigiky atom ve ¥tSing
piipadi zhasi pevazri pomoci kolizniho zhaseni. Zhaseni halogenovymeidami, jako je
jod, mize zmsobit mezisystémovyipchod do excitovaného tripletového stavu, kde jesem
z tripletového stavu zhaSena dalSimi deaktiiti procesy, protoZze emise z tripletového
stavu je velmi pomala (viz kapitol2.2.4.1). Snernice Stern-Volmerovych zavislosti,
piislusné rychlostni konstanty a hodnoty podilu dyicgého a statického zhaSeni
viz Tabulka 5.
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Tabulka 5 Porovnani Stern-Volmerovych a rychlostnich konstabtirzenych pomoci
steady-state aasov rozliSené metody a vygty procentualniho zastoupeni dynamického

zhaSeni
. 1. ; 1. Dynamické
1 9 1.-1 1 9 1.1
Kobs (M ) kq(obs) (10 M”s ) st (M ) kq(sv) (10 M”s ) zhageni (%)
Kl 2121 17,88 1635 13,78 77,07
IP 2338 19,71 1504 12,68 64,33
1B 579 4,88 564 4,83 98,98
15
m Kl i
Lat Jodpropanova = E
kys. E 3 £
1,3 - Fenyljodid E% 3
ii-
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Obr. 42 Casov rozlisena data pro zhaseni pyrenu v CTAB pomodidip draselnéh,
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentr@déAB byla konstantni

5.4.2. Zh&sSeni pyrenu jodovymi derivaty v micele 70 mM SDS

V micelach SDS byl pyren najiinnéji zhaSen fenyljodidem a 3-jodpropanovou kyselinou.
Jodid draselny nezhaSeihec. Oproti micelam CTAB bylo nejiinnéjSi zhaseni v SDS vice
jak polovini, coz zna&i, Ze mnohem mén molekul zhaS&e se dostane do kontaktu
s fluoroforem. Praugpodobré doSlo ke zmané pozice pyrenu oproti CTAB. ProtoZze jodid
draselny nezh&sSel pyrenibec, bude to znamenat, Ze se pyren nenachazi volséegni
blizkosti hydrofilni skupiny tenzidu nebo je jodidaselny solubilizovan pouze ve vodné fazi.
Vzhledem k tomu, Ze pyren byl zhaSen & stejnou ndrou fenyljodidem a 3-jodpropanovou
kyselinou, bude se pyren v micelach SDS nachazdiden mezi polem {sobnosti
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, tedy v bbzki hydrofobnihorettzce, ale ne
v centralnicasti micel.

Porovnanimc¢asow-rozliSenych dat se steady-state daty byly ziskhaginoty podilu
dynamického zhaseni pro jednotlivé zhi@se/ pripadct jodidu draselného byl vygiten podil
dynamického zhaseni o hod&dt81 %, u 3-jodpropanové kyseliny 116 % a u ferdijo
65 %. Hodnoty podilu dynamického zhaSeriegahujici 100 % byly Zsobeny nizSi
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hodnotou spolehlivosti linearniho proloZeni zastlaiskanych pomoci obou metod a nizkou
hodnotou dinnosti zhaseni (Obr. 44). Wahto vzorki se zhaSeni fize povaZovat zaiste
dynamické. Ot vétSinovy podil dynamického zhaSeni bylugpben zhaSenim vlivem
té¢zkeého atomu, jako tomu bylo u experimens CTAB. Smérnice Stern-Volmerovych
zavislosti, pislusné rychlostni konstanty a hodnoty podilu dyic&ého a statického zh&Seni
viz Tabulka 6.

Tabulka 6 Porovnani Stern-Volmerovych a rychlostnich konstabtrzenych pomoci
steady-state a‘asov rozliSené metody a vygty procentualniho zastoupeni dynamického
zhéseni

-1 8 pp-do-l 1 8 1 -1 Dynamické
Kobs (M ) Kq(obs) (10 M’s ) st (M ) Kq(sv) (10 M”s ) zhageni (%)
KI 26 1,64 47 2,96 180,49
IP 149 9,38 172 10,83 115,46
IB 170 10,7 111 6,99 65,33
1,3
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Obr. 43 Steady-state data pro zhaSeni pyrenu v SDS pomudiduj draselného,

3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentr&€S byla konstantni
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Obr. 44 Casov rozlisena data pro zhaseni pyrenu v SDS pomoddyodraselného,
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentr@&s byla konstantni

5.4.3. Zh&Seni pyrenu jodovymi derivaty v micele 10 mM Trionu X-100

V micelach Tritonu X-100 byl pyren nejlépe zhaSemyijodidem. Jodid draselny a
jodpropanova kyselina zhaSeli t&hs nulovou dinnosti. KdyZz se vezme v Uvahuirinost
zhasSeni fenyljodidem v Tritonu x-100 oprotéinosti zhaseni jodpropanovou kyselinou
v micelach CTAB, je &nnost zhaSeni fenyljodidem v Tritonu X-10@ktat nizSi nez
jodpropanovou kyselinou v micele CTAB. Podlgininosti zhaSeni vSechritjodovych
derivati v micele Tritonu X-100 se dargdpowdét pozice pyrenu v micele Tritonu X-100
(Obr. 45). Pravépodobr se bude pyren nachazet na rozhrani polyetylentglykboietzce
a hydrofobni¢asti molekuly Tritonu X-100, tedy benzenovym jadré®ogipac, kvali malé
acinnosti zhaSeni fenyljodidem, seif® pyren rozprostirat po polyetylenglykolovéetizci.
Pyren by mohl byt na hydrofobsydrofilnim rozhrani stabilizovam-n stackingem,
ale pravdpodobré v této pozici bude solubilizovan i fenyljodid, #ak by byla dinnost
zh&Seni vyssi. Pokud by se pyren nachazel na ptapgtykolovémietzci, pravédpodobré
by se k 8mu ani 3-jodpropanova kyselina a jodid draselnyosealy. Diky tomu, Ze je
polyetylenglykolovyiettzec dlouhy piblizné 9 jednotek, nedostane se pyren k fazovému
rozhrani, jako tomu bylo vifpact CTAB, coz vyustilo tér¥ v nulovou @innost zhaseni
jodpropanovou kyselinou i jodidem draselnym.
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Obr. 45 Steady-state data pro zhaseni pyrenu v Tritonu X{@moci jodidu draselného,
jodpropanoveé kyseliny a fenyljodidu, koncentracéonu X-100 byla konstantni

Srovnanim m¥eni pomocicaso rozliSené a steady-state metody byly ziskany hiydno
podilu dynamického zhaSeni. @pu jodidu draselného a 3-jodpropanové kyselinyybyl
obdrzeny hodnoty podilu dynamického zhasSemniSivnez 100 %. Konkrétnu jodidu
draselného 139 % a u 3-jodpropanové kyseliny 318%o0 to zpisobeno nizkou hodnotou
acinnosti zhaSeni u obou zhé8ea také ¥tSi nepesnosti steady-state metody. Pokud jsou
srovnany chybové Ugky obou metod, je mozno vypozorovat, Ze u steadieshetody jsou
chybové Use&ky vétSi nez ucasow-rozliSené metody. Uéthto zhas&r se niize zhaseni
povazovat z&ist¢ dynamické. B zhaSeni fenyljodidem bylo dosazeno podilu dyn&gtio
zhaSeni o hodnét9l %. \KtSinovy podil dynamického zhaSeni v systému byiseppen
efektem vlivu &€kého atomu, stefnjako tomu bylo v pedesSlych fipadech. Swrnice
Stern-Volmerovych zavislostifiglusné rychlostni konstanty a hodnoty podilu dyic&ého
a statického zhaSeni viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Porovnani Stern-Volmerovych a rychlostnich konstabtrzenych pomoci
steady-state a‘asov rozliSené metody a vygly procentualniho zastoupeni dynamického
zhaseni

Kobs (M™) | Kgobs) (10° M's™) | Ky (M™) | Kqesy) (10° M's™) Z?;ZZTI'C(';:)
KI 230 9,48 319 13,15 138,71
P 58 2,39 182 7,50 313,81
1B 1188 48,98 1085 44,73 91,32
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6 ZAVER

Cilem prace byla reSerSe, navrzeni a vyhodnoceguérement: v systému polymer-tenzid,
ktery mel byt zkouméan pomoctaso-rozliSené fluorescence. Jako hlavni téma prace byl
vybrano zhaseni pyrenu v micelarnim piedt. Byly vybrany 3 tenzidy. Kationtovy CTAB,
aniontovy SDS a neionogenni Triton X-100. Jako ehggo ukeni agregéniho cisla byl
vybran cetylpyridinium chlorid. Pro &eni relativni pozice pyrenu v micelach byly vybrany
zh&Seée na bazi jodu. Jodid draselny zkoumajici vodnéstmdi a fazového rozhrani
voda-hydrofilni ¢ast micely, 3-jodpropanova kyselina, ktera zkourafispdovou vrstvu a
hydrofilné-hydrofobni rozhrani a fenyljodid, ktery zkouma hyfdbni centralnéast micely.

Nejprve musela byt stanovena hodnota kritické marcgélkoncentrace pomoci steady-state
fluorescence. Pomodaiasow-rozlisené fluorescence nelzéepré stanovit hodnotu kritické
micelarni koncentrace. Hodnota kritické micelarohgentrace u CTAB byla stanovena na
1,18 mM, u SDS na 7,3 mM, u Tritonu X-100 na 0,24.nvzorky pro stanoveni CMC byly
také podrobeny casow-rozliSenym n&enim. Vzhledem k nastaveni emisniho
monochromatoru na 381 nm byéla byt sledovana pouze Zma doby Zivota monomeru
pyrenu. Z experimentvyplynulo, Ze v koncentraci blizké CMC se objewdlaha, kratSi doba
Zivota, kterd pdila excimeru pyrenu. Zaroviebyla sledovana zéma doby Zivota s polaritou
prostedi, ktera ale neovlivnila matematicky model expmig@niho prolozeni.

Dale bylo zkouméano agredy@ cislo pomoci steady-statecasow-rozliSené fluorescence,
tyto metody byly porovnany a nasledoyl zkouman vliv pidavku hyaluronanu na agrega
¢islo. Byly zjiS€ny rapidni rozdily mezi atma metodami. Vipack CTAB bylo ugeno
agregani ¢islo pomoci steady-state metody na 43 molekul tenzia micelu a pomoci
casow-rozliSené metody na 108 molekul tenzidu na mic&luSDS byla agregai ¢isla
stanovena na 59 pomoci steady-state metody a 77o0gdotasowv-rozliSené metody.

U Tritonu X-100 byla agregai ¢isla stanovena na 36 pomoci steady-state metody7a 1
pomoci ¢asow-rozliSené metody. Agregai cisla stanovena pomoctasow-rozliSené
fluorescence se shodovala s agtagai cisly vyhledanymi v literatte. Rapidni rozdily mezi
agreganimi ¢isly stanovenymi pomoci obou metod u CTAB a Tritdai00 byly zpisobeny
nizkym kinetickym porrem (u obou tenzid okolo hodnoty 1). U SDS nebyl rozdil
v agreganichcislech tak velky, protoze kineticky pémbyl stanoven na 5,8. Ale i u SDS byl
rozdil 18 molekul tenzidu na miceldiporovnani obou metod, i kdyz by ®bodnoty ngly

byt shodné. Bylo to Zjsobeno ftomnosti rozpughého kysliku ve vzorcich, ktery je
acinnym zhaS&em fluorescence. Rozpusy kyslik ma ale vliv pouze na steady-state
fluorescenci. Po fidani hyaluronanu byly sledovany &ny v agreganich ¢islech tenzid
CTAB a Tritonu X-100. Vzhledem k elektrostatickéerakci mezi CTAB a hyaluronanem
byla hodnota agregaiho ¢isla CTAB stanoveného pomagsow-rozliSené metody zvySena
na 146 molekul tenzidu na micelu. U steady-stateodyenebyla zaznamenana zadn&za

v hodnot agreganiho cisla. V gipac Tritonu X-100 byla hodnota agregdho cisla

s pridavkem hyaluronanu &eEného pomoci obou metod sniZzena. Pontasbw-rozliSené
fluorescence bylo agrega cislo stanoveno na 113 molekul tenzidu na micelu.
Pravdpodobré je to zmisobeno interakci hyaluronanu s molekulami Tritomtl 00 pges
vodikové vazby.

Pomoci zhasSeni fluorescence mohl byt také sledelamaboje micely na podil statického
a dynamického zhaseni a také vlitdavku hyaluronanu na druh zhaseni. U CTAB byl podi
dynamického zhaSeni vygten na 35 % a podil statického zhaSeni na 65 %piflavku
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hyaluronanu se podil dynamického zhaSeni zvySb3i& a podil statického zhaSeni snizil
na 37 %. Dvodem byla zréna v organizaci micely CTAB vlivem elektrostatickéerakce

s hyaluronanem. U tenzidu SDS bylo zji&i, Ze se dynamické zhaSeni na celkovém podilu
v podstat nepodili, ale pyren je zhaSen vetsf@fektivnino zhaseni. ibodem je mensi
velikost micely, protoZze pyridiniovy iont nebudekontaktu s fluoroforem ki rozdilu
velikosti hydrofobnichirettzcd SDS a CPC. V Tritonu X-100 bylo dominantni dynaksic
zh&Seni. Jeho podil byldaan na 53 %. V miceldch Tritonu X-100 mohou molekzihaSée
volngji difundovat, protoze molekuly CPC nejsou schopmgiit takovou ngrou jako

v CTAB nefluorescentni komplex v zakladnim stavupz eyplyvd ve vyssi podil
dynamického zhaSeni. Porigani hyaluronanu byl zvySen podil dynamického ehas
na 56 %. ZvySenim viskozity bydo dojit k poklesu podilu dynamického zhaseni. &zet
doSlo ke zvySeni zastoupeni dynamického zhaSerdli WetSi roli interakce mezi
Tritonem X-100 a hyaluronanem. U SDS byla zavisleitkana rovnovaznou metodou
proloZzena exponencialni regresnivkou, protoZze se jednalo o zhasSeni efektivni sféro
V piipact Tritonu X-100 nebyla zavislost ziskand rovnovaZznmetodou proloZena
polynomickou regresnitk/kou pro kombinované statické a dynamické zhagekod tomu
bylo v piipact CTAB, ale byla proloZzena linearni regrestivkou. Hodnoty spolehlivosti
byly totozné pro linearni i polynomickou regreskivku. Pravé&podobré pokud je v systému
majoritni zastoupeni dynamického zhaseni, budemmdthem ¥tSi viiv na tvar zavislosti, nez
zbytkovy podil statického zhaSeni. | u experinies¢ zhas® na bazi jodu byly vSechny
zavislosti prolozeny lineérni funkci a majoritnitmé&enim bylo zh&Seni dynamickeé.

Pomoci zhaSeni fluorescence molekulami na bazi jpdwkoumat pozici fluorescemi
sondy v micelarnim prosdi. Pyren se v micelach CTAB, vzhledem ¢knhosti zhaseni
jodidu draselného a 3-jodpropanové kyseliny, naichdualisadoveé vrsty Dale bylo zjis¢no,

Ze jodid draselny se v micelach CTAB bude solubuat v hydrofilni ¢asti micely a

v palisadové vrsty ne jen ve vodném prdsti. V prostedi SDS se pyren pragabodobré
nachazi v blizkosti hydrofobnihofetézce tenzidu, tedy mezi polem agobnosti
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu. V Tritonu 200 se bude pyren nachazet v blizkosti
polyetylenglykolovéhotettzce a zarowve v blizkosti benzenového jadra Tritonu X-100,
protoZze dinnost zhaseni jodbenzenem dosahuje malych hodBgbdpropanova kyselina a
jodid draselny dosahuji nulov&inosti zhaseni. Jodbenzen bude stabilizovan v ddizk
benzenovéeho jadra molekuly Tritonu X-100 a vzhledkmiélce polyetylenglykolového
fetézce se k pyrenu nedostane 3-jodpropanova kysdtinadid draselny.

Urceni relativni pozice pyrenu v micelach CTAB, SD¥riionu X-100 potvrzuje vysledky
zhaSeni vé&chto tenzidech pomoci CPC a také dava informack pe tak vyrazé znenila
hodnota podilu dynamického zhaseni glgni hyaluronanu do roztoku CTAB. Protoze se
pyren v CTAB nachéazi v palisddové vistelektrostaticka interakce CTAB s hyaluronanem
zpasobi, Ze se pyrenime posunout do hydrofobjsi oblasti micely. Protoze na pyren bude
pusobit casté&né vliv zaporného naboje hyaluronanu, jako tomu hylpyrenu v samotném
SDS, niize se pyren posunout do blizkosti hydrofobniédzce tenzidu, coz fize zn&nou
meérou ovlivnit podil statického a dynamického zhas&mo SDS a Triton X-100 bude platit,
Ze hyaluronan neovlivnil podil statického a dynaalw zhaseni vifpadt Tritonu X-100, a
velikost zhaSeci sféry SDS takovownou, protoZze dochazelo k mensi nebo Zadné interakci
mezi Tritonem X-100 a hyaluronanem a SDS a hyalmem, nez tomu bylo ipact
CTAB. ProtoZe se pyren v Tritonu X-100 a SDS naeh&zhydrofobijSich oblastech nez
v CTAB, tak hyaluronan neg¢hna pozici pyrenu tégi zadny vliv.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL

PAL
CMC
CAC
CTAB
SDS
Triton X-100
CPC
C:1oNB
TNS
PVP
CFD
TAC
PGA
ADC
TCSPC
EmPI
uUVv-VvIS
NATA
oD

SS

TR

o~ =

o3

VPO —° > =5 -4 ~

JTEEAYQ

=~

el

povrchow aktivni latky

kriticka micelarni koncentrace
kritick& agregéni koncentrace
cetyltrimetylamonium bromid
dodecylsiran sodny
polyoxyethylen(9,5)oktylfenol
cetylpyridinium chlorid
dodecyltributylammonium bromid
2,6-p-toluidinonaphthalen sulfonat
poly(vinylpyrrolidonu)

constant function discriminator
time-to-amplitude convertor
programmable gain amplifier
analog-to-digital converter
time-correlated single photon counting
emisni polaritni index

ultrafialova a viditelna oblast elektromagic&eho spektra

N-acetylL-tryptophanamide
opticka hustota

steady-state fluorescence
casow-rozliSena fluorescence
rychlost zéivého gechodu

rychlost nezévého grechodu

kvantovy vytzek fluorescence
doba Zivota excitovaného stavu

prirodni doba Zivota

vinova délka

transmitance

dopadajici zévy tok

prosly zdivy tok

absorbance

molarni absorgni koeficient

tlou&’ka absorbuijici vrstvy

koncentrace vzorku

zakladni singletova hladina

excitovany singlet

excitovany triplet

koncentrace latky A

koncentrace latky A v excitovaném stavu
intezita fluorescence wjpomnosti zhasee
intenzita fluoresccence v néfmmnosti zhase
rychlostni konstanta zhaseni
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7 My,

doba zivota fluoroforu bezpomnosti zhase

koncentrace zhage
Stern-Volmerova konstanta zhasSeni

poner rychlosti vyhasinani fluorescence v tiepmnosti zhasee

objem zhaseci sféry
Avogadrova konstanta

pravdpodobnost vyskytu zha&e uvnit objemu zhaseci sféry

konstanta stability nefluorescentniho komplexuengVolmerova

konstanta statického zhaSeni tvorbou neflourestemtomplexu

nameéiena data
pouzity matematicky model

hodnota spravnosti proloZeni
standardni odchylka kazdého datového bodu

pocet dat

hodnota redukované spravnosti proloZeni
pacet paramefr volnosti

pacet stupit volnosti

fitovaci parametr (fp vyhodnocovani doby Zivota)
piedexponencialni funkce

pramérna doba Zivota

korigovana intenzita fluorescence
pozorovand intenzita fluorescence
opticka hustotaipexcitatni vinové délce
opticka hustotaipemisni vinové délce

pongr intenzit prvniho aietiho piku pyrenu
celkovéa koncentrace tenzidu

horni limita sigmoidni kvky

dolni limita sigmoidni Kvky

inflexni bod sigmoidni #vky

gradient sigmoidniikvky

koncentrace tenzidu

agregani ¢islo ukené pomoci steady-state metody

poner koncentrace zha&e a micel
agregéni ¢islo ukené pomoctasow-rozliSené metody

intenzita fluorescencedase 0
intenzita fluorescencedaset
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9 PRILOHY

Priloha 1Luminiscedni spektrometr, Fluorolo

g HORIBA Jobi

n Yvon
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Priloha 3UV-VISIBLE Spektrofotometr, Cary 50 Probe
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