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ABSTRAKT

V diplomové priaci byla studovdna Casové-rozliSend  fluorescence v systému
polymer-tenzid. Nejdiive byla studovéna agregacni Cisla vybraného
kationtového (cetyltrimethylamonium bromid), aniontového (dodecylsiran sodny) a
neionogenniho (Triton X-100) tenzidu pomoci steady-state a Casove rozliSené fluorescence a
tyto dvé metody byly srovnany. Bylo zjiSténo, Ze steady-state metoda divd vzdy nizsi
hodnoty agregaCnich Cisel neZ Casové-rozliSend metoda a Ze steady-state metoda neni
pouZzitelnd pro presné stanoveni agregacCnich Cisel o vysokych hodnotich a ve vzorcich
obsahujicich rozpustény kyslik. Déle byl studovan vliv pfidavku nativniho hyaluronanu
k témto tenzidim. Byla sledovdna zména agregacniho Cisla tenzidi a vliv hyaluronanu na
procentudlni zastoupeni dynamického a statického zhaSeni. Hyaluronan ovliviioval agregacni
Cislo tenzida cetyltrimethylamonium bromidu a Tritonu X-100. Ddle bylo zjisténo, Ze
hyaluronan zvysil procentudlni zastoupeni dynamického zhiSeni u cetyltrimethylamonium
bromidu a u Tritonu X-100. V pfipad¢ dodecylsiranu sodného byl pyren zhaSen efektivni
sférou a zastoupeni dynamického zh4seni bylo v tomto systému zanedbatelné.

Dile byla studovana relativni pozice pyrenu v miceldch cetyltrimethylamonium bromidu,
dodecylsiranu sodného a Tritonu X-100. Bylo zjiSténo, Ze se pozice pyrenu meni s ndbojem a
strukturou micely. Také bylo zkoumdno, jak se meéni procentudlni zastoupeni dynamického
zhaSeni v miceldch s riznym nédbojem pii zhaseni jodovymi derivaty. Ve vSech pfipadech
bylo vypocteno vétSinové zastoupeni dynamického zhdSeni v systému. Hyaluronan nemél
Zadny vliv na zhaSeni v dodecylsiranu sodném.

ABSTRACT

In this diploma thesis was studied time-resolved fluorescence in polymer-surfactant system.
At first aggregation numbers of cationic (cetyltrimethylammonium bromide), anionic
(sodium dodecylsulfate) and nonionic (Triton X-100) surfactants were studied by steady-state
and time-resolved fluorescence spectroscopy. These two methods were compared.
Aggregation numbers by steady-state method were always lower than aggregation numbers
measured by time-resolved method. Steady-state method of determination aggregation
numbers is useless for surfactants with high aggregation number and for aerated samples.
Addition of hyaluronan to surfactant system was studied. There was observed change in
aggregation number after addition of hyaluronan and change in percentage of dynamic
quenching after addition of hyaluronan. Hyaluronan affected aggregation number of
cetyltrimethylammonium bromide and Triton X-100. Hyaluronan increased percentage of
dynamic quenching in cetyltrimethylammonium bromide and in Triton X-100. Pyren in
sodium dodecylsulfate was quenched by sphere of action with negligible percentage of
dynamic quenching and addition of hyaluronan had no effect on quenching.

As next goal of this thesis, the determination of the position of fluorescence probe pyrene in
cetyltrimethylammonium bromide, sodium dodecylsulfate and Triton X-100 micelles was
chosen. Position of pyrene changed with charge and structure of micelles. Next was studied
how percentage of dynamic quenching by iodide compounds changes with different charge of
micelle. In all cases majority of dynamic quenching was calculated.
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1 UVOD

Vybaveni pro Casové rozliSenou fluorescenci se v posledni dobé stalo nedilnou soucasti
laboratoti zabyvajici se fluorescencni spektroskopii nebo napiiklad bunéénym ¢i
molekularnim zobrazovanim. Doba Zivota je jednou z nejdualezitéjSich vlastnosti fluoroforu a
diky pokrocilym technologiim a tedy i pfiznivéjsi cené instrumentace pro Casove rozliSenou
fluorescenci, respektive pro tzv. time-correlated single photon counting - neboli
TCSPC - tedy detekci jediného fotonu, je tato metoda Siroce vyuZivdna nejen pro stanoveni
doby Zivota fluoroforu.

Pro¢ je urCeni doby Zivota tak dulezité? Doba zivota predstavuje pramérny Cas, ktery
fluorofor setrva v excitovaném stavu. Po tuto dobu muze v excitovaném stavu dojit k néjaké
reakci nebo diftizi. Nékteré z téchto informaci se mohou pii meéteni klasické steady-state
fluorescence ztricet, protoZe intenzita steady-state fluorescence je v podstaté souinem
intenzity budiciho zafen{ a prumérné doby Zivota. Ve vétSin€é méfeni neni nameéfena jen jedna
doba Zivota, ale ne€kolik. V téchto pfipadech se nékteré informace pfi steady-state méfeni
ztraci. Napiiklad makromolekuly mohou meénit konformaci béhem doby Zivota fluoroforu.
Fluorescen¢ni sonda nebo znacka vazana na protein muZze vykazovat pii Casové rozliseném
meéfeni vice dob Zivota, tedy vice konformaci makromolekuly. Pokud by v tomto ptipad¢ byla
meéfena pouze steady-state fluorescence, byla by obdrzena pouze primérna hodnota intenzity
fluorescence vice dob Zivota.

M¢étenim steady-state fluorescence neni mozno odhalit, jestli jde o dynamické nebo statické
zhéaseni. Opét je obdrzena pouze primérnd hodnota intenzity fluorescence. Pokud je méfena
steady-state 1 Casoveé rozliSend fluorescence, je mozno presné urcit, z jaké Casti se jednd o
statické a z jaké Casti o dynamické zhaSeni. Z té€chto informaci 1ze dale napiiklad vypocitat
mnoZzstvi fluorescencni sondy dostupné molekuldm zhésece.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Molekularni absorp¢ni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Zaklady molekularni absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra
byly poloZeny jiz okolo roku 1670 britskym védcem sirem Isaacem Newtonem. Newton
objevil, Ze se svétlo skldda ze spektra barev, a to od fialové barvy po Cervenou. UV/VIS
spektrofotometrie umoziiuje naptiklad identifikaci méfeného vzorku nebo také urceni sloZeni
absorbujicich komponent.

2.1.1. Princip molekularni absorp¢ni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Molekularni absorpéni spektrofotometrie v UV/VIS méii absorpci zafeni v ultrafialové
(UV) a viditelné (VIS) oblasti svételného spektra zfedénymi roztoky molekul, coZ znamena,
Ze se pii mefeni vyuziva ubytku intenzity zafeni, ktery vznikne absorpci zafeni méfenym
vzorkem. Pfi interakci molekuly se zdfenim dochdzi k energetickym zmeéndm v elektronovych
orbitalech a dochdzi k prechodu elektronu do excitovaného stavu. Oblast molekuly, ve které
jsou lokalizovany elektronové piechody v prabéhu absorpce zafeni, se nazyva chromofor.
Chromoforem muize byt napiiklad hydratovany kation, komplex nebo seskupeni atomu
v organické molekule.

2.1.2. Zakladni veli¢iny
Na kyvetu obsahujici roztok vzorku dopadd zafivy tok Iy. ProSly zafivy tok I je zeslaben o

odraZené, rozptylené a absorbované zafeni.

2.1.2.1. Transmitance

7 Mz

Transmitance, 7, je relativni ¢ast proslého zafeni. Casto se uvadi v procentech:

=L nebo 7 =2-100(%) (D
I, I,
kde I je dopadajici zafivy tok a I je proSly zafivy tok.

2.1.2.2. Absorbance
Absorbance, nebo také extinkce, je zdporny dekadicky logaritmus transmitance:
A:—logT:—logi (2)
IO
Pokud je absorpce zafeni nulov4, transmitance je jednotkova (100%).



2.1.2.3. Lambert — Beeruv zakon

Lambert — Beeriv zdkon uddvd vztah mezi intenzitou dopadajiciho a proslého zaren,
délkou absorbujici vrstvy a koncentraci meéfeného vzorku (analytu). Absorbanci lze
matematicky definovat jako (Obr. 1)[1]:

A=¢-l-c (3)
kde € je moldrni absorp¢ni koeficient (konstanta je definovand pro danou latku za danych
podminek pfi urCité vinové délce), [ je tloustka absorbujici vrstvy (vétSinou tloustka kyvety)
a ¢ je koncentrace méreného vzorku. Absorbance je bezrozmérnd velicina a je pfimo umérnd
koncentraci a tloustce absorbujici vrstvy.

Obr. 1 Absorpce svételného paprsku prochdzejiciho kyvetou, kde 1y je dopadajici zdrivy tok,
I} je prosly zdrivy tok, c je koncentrace méreného vzorku, 1 je optickd drdha (sirka kyvety) a
je absorpcni koeficient (charakterizuje, jak lehce materidl nebo medium propusti svételny
paprsek) [2]

Lambert - Beertiv zakon plati pouze pro zfedéné roztoky, pro monochromatické zarent, a to
v homogennich 1 heterogennich systémech. V homogennich 1 v nékterych heterogennich
systémech je zdvislost absorbance na koncentraci vzorku linedrni, ale v nékterych
heterogennich systémech (naptfiklad v koloidnich roztocich) dochdzi k odchylkdm od
linedarniho prabéhu zavislosti absorbance na koncentraci vzorku vlivem difidzniho rozptylu
zéfeni. Absorbance roztoku je v podstaté imeérnd poctu absorbujicich €astic a z4visi na jejich
povaze.

2.1.3. Absorp¢ni krivky v UV a VIS

Absorp¢ni kiivky ptedstavuji zdvislost absorbované nebo propusténé zifivé energie na
vinové délce (A), vlnoCtu nebo kmito¢tu. Obvyklym zdznamem je ale kiivka zdvislosti
absorbované zativé energie na vinové délce (Obr. 2). Oblasti extrémnich bodu na kfivce maji
obvykle Gaussovsky (symetricky) prubéh a odpovidaji typickym elektronovym piechodim
v molekule.
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Obr. 2 Absorpcni spektrum v UV a VIS

VEtsi pocCet extrémnich bodu na absorpéni kiivce je dikazem vétsiho poctu elektronovych
prechodii v absorbujici molekule, existence vétstho poctu struktur téZze latky nebo vétsiho
pocCtu raznych absorbujicich analytl v roztoku za danych podminek.

Na absorp¢ni kiivky maji vliv rizné faktory. Napiiklad zvySeni teploty posouva Amax blize
k Cervené oblasti viditelného spektra. Vysokd koncentrace inertnich soli meéni tvar
absorp¢nich spekter. Dal§imi faktory, které maji vliv na absorpcni spektra, jsou vliv tenzidu,
vliv rozpoustédla a instrumentdlni vlivy.

2.2. Luminiscen¢ni spektrometrie

2.2.1. Fotoluminiscence

Po absorpci primarnitho zéafeni molekulou muze dojit k emisi sekundarniho zafeni
z excitovanych molekul. Tento jev se nazyvd fotoluminiscence. Pfi absorpci zafeni prechdzi
elektron ze zdkladni singletové hladiny Sy do excitovaného stavu (singlet S;, piipadné

triplet T, ). Obecné se elektronové stavy déli na singletové a tripletové (Obr. 3):
Singletovy stav: Dvojice elektronti ma opac¢ny (antiparalelni) spin.
Tripletovy stav: Dvojice elektroni ma stejny (paralelni) spin.

Podle toho, z kterého z téchto dvou stavu se elektron navraci do zdkladniho stavu, délime
fotoluminiscenci na fluorescenci a fosforescenci.

11



H r T

zékladni singletovy excitovany singletovy  excitovany tripletovy

stav stav stav

Obr. 3 Zdkladni singletovy, excitovany singletovy a excitovany tripletovy stav

2.2.1.1. Fluorescence

Termin fluorescence byl poprvé pouzit sirem Georgem Gabrielem Stokesem v jeho préci
zroku 1852. Termin fluorescence byl odvozen z ndzvu minerdlu fluoritu, ktery emitoval
modrou fluorescenci.

Po absorpci zafeni se excitovand molekula navraci do zdkladniho stavu za soucasného
vyzéreni fotonu. Tento pfechod se nazyva zdrivy prechod. Jednim z typu zafivého prechodu je
piechod elektronu z excitovaného stavu S; do zdkladniho stavu S,. Tento jev se nazyva
fluorescence. Elektron se muze zafivé vratit do zdkladniho stavu pouze z nejniZsi vibracni
hladiny. Pokud se excitovany elektron nachdzel v nékteré z vySSich vibraCnich hladin,
pfechdzi do nejnizsi vibra¢ni hladiny pfechodem, ktery je nazyvan vnitini konverze nebo
vibracni relaxace. Jednd se o nezéfivé prechody. Excitovany elektron, ktery presSel do
tripletového stavu, se mize dodanim energie znovu dostat do singletového stavu S;. Ze stavu
S; se elektron vraci do zdkladniho stavu Sy za souCasného vyzafeni fotonu a je pozorovina
zpoZdeénd fluorescence (Obr. 4). Z toho plyne, Ze proces zpozdéné fluorescence je analogicky
k mezisystémovému prechodu z S; do T, pouze probihd opacné.

2.2.1.2. Fosforescence

Muze nastat situace, kdy prob€hne nezéfivy prechod ze singletového stavu S; na hladinu
T), kdy je ptechod spojen se zménou spinového stavu. Tento d€j se nazyva mezisystémovy
prechod a vétSinou k nému dochdzi, pokud se piekryvaji nejniz§i vibra¢ni hladiny
singletového stavu s vyS$S§imi hladinami tripletového stavu. Z tripletového stavu T; se
excitovany elektron navraci do zdkladniho stavu So za soucasné ztrity energie ve formé
fotonu. Tento d&j se nazyva fosforescence (Obr. 4). Tripletovy stav molekuly ma niZsi energii
nez piislusny singletovy excitovany stav, takZe pfechod do zdkladniho stavu je spojen s emisi
zéafeni o delsi vlnové délce, nez pii fluorescenci. ProtoZze molekula setrvdva v tripletovém
stavu pomérn¢ dlouho, miZe ztratit svou energii snaze jinymi pochody nez fosforescenci,
napf. kolizi s molekulami rozpoustédla.
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Obr. 4 Jabtonskiho diagram — energetické prechody pri vzniku fluorescence a fosforescence.
Prechody: VR — vibracni relaxace, VK — vnitini konverze, MP — mezisystémovy prechod

Luminiscencni zafivy tok roste s mnoZstvim absorbovaného zireni, kvantovym vytéZkem
luminiscence (tj. pomérem udavajicim pocet emitovanych fotoni a absorbovanych fotonu).
Luminiscenci neptizniveé ovliviiuje vyssi teplota, kterd zvySuje pravdépodobnost nezafivych
prechodu [4].

Fluorescence i fosforescence trvd i po preruseni budiciho zédfeni. Rozdil je v tom, Ze
fluorescence, kterd se vyskytuje hlavné v pardch, kapalinich a roztocich, trvd 10 az 107 s

po ukonceni osvétlovani, kdeZto fosforescence trva 107 az n&kolik hodin, popiipadé i dni [6].
2.2.2. Emisni a excitacni spektra molekul

Emisni a excitacni spektra jsou zaznamendvana pomoci spektrofluorimetru. Je-li méfena
zavislost intenzity fluorescence (luminiscence) v urCitém rozsahu vinovych délek pii
konstantni excitani vlnové délce, je tato zdvislost nazyvdna emisnim spektrem. Je-li méfena
zavislost intenzity fluorescence pro rizné excitacni vinové délky pii konstantni emisn{ vinové
délce, je toto spektrum nazyvano excitacni.

2.2.2.1. Emisni spektrum

Emisni spektrum je v rizném vytézku excitovano kteroukoliv vinovou délkou v oblasti
excitacniho spektra a je ovlivnéno riznou citlivosti detektoru v zavislosti na vlnové délce.
Existuji 3 druhy emisnich spekter [4]:
1) Atomova neboli ¢arova spektra:

Jsou emitovdna volnymi atomy v plynném stavu. Kovy emituji ¢ary ve viditelné
spektralni oblasti (vlivem nizkého ioniza¢niho potencidlu) a nekovy emituji cary
v ultrafialové oblasti pod 200 nm (vlivem vysokého ioniza¢niho potencidlu).

2) Molekulova neboli pasova spektra:

Sestdvaji z mnoha blizko sebe umisténych Car, které splyvaji v pasy
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3) Kontinualni spektra:
Vyzatuji je pevné, kapalné i plynné litky. Vyzarovani je rozd€leno neptetrzité na cely
rozsah vlnovych délek a toto rozdéleni zavisi na teploté.

2.2.2.2. Excitacni spektrum

Excitacni spektrum je v podstaté zjednoduSené absorpCni spektrum analytu, protoZe jen
nekterd absorpcni maxima vyvoldvaji fluorescenci. Intenzita excitatniho maxima je totoZna
s intenzitou absorpcniho maxima pfi konstantni intenzité¢ emise zdroje v daném rozsahu
vinovych délek [3].

2.2.3. Doba zZivota fluorescence a kvantovy vytézek

vvvvvv

fluoroforu. Kvantovy vytéZzek je pomér pocltu emitovanych fotond a poctu fotond
absorbovanych. Doba Zivota fluoroforu urCuje dobu, po kterou je fluorofor schopny
interagovat nebo difundovat v jeho prostfedi. VSechny interakce v excitovaném stavu se
ndsledné projevi na emisi tohoto fluoroforu. Pfedevs§im je soustfedéna pozornost na to, jakym
zpusobem se fluorofor dostane zpét do zdkladniho stavu, konkrétné jestli se fluorofor vrati do
zakladniho stavu zafivym nebo nezafivym pfechodem nebo kombinaci obou prechodu. Takze
se jednd o kombinaci rychlosti zarivého prechodu (%, ) a rychlosti ptechodu nezafivého (k,, ).

Jak jiz bylo zminéno vySe, kvantovy vytéZzek predstavuje pomér poctu emitovanych a
absorbovanych fotonli. Rychlostni konstanty k, a k, predstavuji depopulaci excitovaného
stavu, takZe podil fluoroforu vracejiciho se diky zafivému prechodu, tedy kvantovy vytézek,
muiZe byt znazornén rovnici:
— kl’

¢_h+m (4)

Z rovnice 4 plyne, Ze kvantovy vytézek se bude bliZit jedné, pouze pokud rychlostni
konstanta zafivého pfechodu bude mnohem vétSi neZ rychlostni konstanta nezafivého
pfechodu. Jedna z molekul, kterd md kvantovy vytézek blizky jedné je fluorescencni sonda
znam4 jako perylen.

Doba zivota fluoroforu je definovana jako pramérna doba stravend v excitovaném stavu
vzhledem k rychlosti jeho pfechodu do zdkladniho stavu. KdyZz zde bude vychdzeno
z chemické kinetiky a bude zvolen zfedény roztok, ktery obsahuje latku A o koncentraci
[A] (mol/dm’) a tento vzorek bude excitovan kratkym pulzem, tak v dase O tento puls zpusobi, Ze

prejde uréity podet molekul A do excitovaného stavu A*. Tyto molekuly se naslednd navraci do
zakladniho stavu bud’ zafivym nebo nezafivym prechodem nebo obéma typy prechodu. Rychlost
vyhasinani excitovanych molekul miize byt vyjadiena nasledujici rovnici:

A a] s)
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ReSenim rovnice 5 je:

t
A= A" exp| -—
i 0P 7% (6)
kde 7g je doba Zivota excitovaného stavu a je dina rovnici:
S (7
S
k. +k,.

Pokud jedinou moZnosti deexcitace je zafivy pfechod z hladiny S; do S, tedy emise fluorescence,

rovnice pro dobu Zivota zmén{ tvar na:
T = (8)

Doba Zivota, kterd je urCena pouze reciprokou hodnotou rychlostni konstanty zafivého prechodu, se
nazyva pfirozena doba Zivota (natural nebo intrinsic lifetime). Tato doba Zivota miiZe byt teoreticky
spocitdna z absorpéniho spektra, extinkénitho koeficientu a emisniho spektra fluoroforu pomoci
Strickler-Bergova vztahu [7], [25],

L 288107 I (7)d%_1e(7y)ar,y

_ E— — ) (9)
o IVSFV (Ve)dvg Va

kde n je index lomu, € je molarni absorpéni koeficient a pro F;; (VF) plati vztah:

0
_[FV(VF)dVF:q)F (10)
(]
Slouenina Vzorec Rorpouitédlo (teplota) o =z jns)
Banzen T""ﬁu Etznol {183 K3 0o4 31
S
- P Etznol {183 K 021 27
Waftzlen e \ .
= ] Cyidohemn (93E) 018 96
o g
Antrzcen T Etznol {183 K 027 51
Cyklohexen (293K) 030 524
o o g
Pervlan e a-Hemen 0.5%
i Cyklohezen (293 K) 0,78 6
Ry
o
Pyren [f” ~ Etznol {183 K) 065 410
e M Cyklohexen (283 K) 065 450
p@
T o
L)
N Etznol {183 K) 0,13
Fenantezn " n-Heptzn (283 E) 0,16 0,60
o Polymernd flm 0,12

Obr. 5 Priklady fluoroforii, jejich kvantové vytéZky fluorescence ( ®p ) a doby Zivota (T ) [4]
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2.2.4. Zhaseni fluorescence

ZhaSeni fluorescence predstavuje jakykoli proces sniZeni intenzity fluorescence vzorku.
Zhaseni vychézejici z koliznich stfeth mezi molekulami fluoroforu (latka schopna
fluorescence) a zhdSecCe se nazyva dynamické zhaSeni. Jestlize se molekuly fluoroforu védzi na
molekuly zhaSece, nazyva se toto zhaSeni statické. ZhaSeni vSeobecné bylo a je intenzivné
studovdno v souvislosti s biochemickymi systémy. Ze zhdSeni fluorescence v biologickych
systémech je moZno zjistit nékteré informace o molekuldch, mezi kterymi ke zhdSeni dochédzi
nebo o prostiedi, ve kterém ke zhdSeni dochdzi. V podstaté dostdvdme informace o
pfisluSném donor-akceptorovém paru, coz piedstavuje molekuly nebo charakteristické
skupiny molekul, které jsou schopny darovat nebo pfijmout napiiklad energii nebo elektron,
z ¢ehoZz donorem je molekula poskytujici energii a akceptorem je molekula tuto energii
pfijimajici. Pokud se vybere spravny donor-akceptorovy par je mozno odhalit umisténi ltky
v membrané builky [41] nebo lze napiiklad urCit vzdélenost mezi dvéma misty molekuly
proteinu, ¢imz lze charakterizovat sklddani proteint, tzv protein folding [48], [49].

2.2.4.1. Zhasece fluorescence

Sirokd fada litek se chovd jako zhdse¢ fluorescence. Jednim z nejzniméjSich zhaSedd
fluorescence je molekuldrni kyslik, ktery zhds$i témeéf vSechny zndmé fluorofory.
Nejpravdépodobné&jSim mechanismem zhaSeni fluorescence kyslikem je nezédfivy pfechod
fluoroforu do tripletového stavu, tedy mezisystémovy piechod fluoroforu. V roztocich je
tripletovy stav zhdSen s maximdlni efektivitou, takZe fosforescence neni pozorovéna.
Aromatické a alifatické aminy jsou také efektivnimi zhédseCi fluorescence vétSiny
nesubstituovanych aromatickych uhlovodiku. Piikladem mizZe byt antracen, ktery je efektivné
zh4Sen dietylanilinem [I7]. V pfipad€ antracenu a dietylanilinu se formuje excitovany
komplex zvany exciplex. K formovani exciplexu dochdzi proto, Ze fluorofor v excitovaném
stavu pfijme elektron zaminu. V nepolarnich rozpoustédlech muiZeme tento proces
klasifikovat jako reakci v excitovaném stavu, protoZe samotnd fluorescence exciplexu byva
pozorovéna, kdezto v poldrnich rozpoustédlech je fluorescence tohoto exciplexu zhdSena,
takZe se interakce mezi antracenem a diethylanilinem jevi jako klasické zhaSeni.

Dalsim typickym procesem, pii kterém dochdzi ke zhaSeni, je efekt tézkého atomu. Patii
sem napiiklad jod nebo brom. Halogenované slouceniny jako jodbenzen, trichloretanol nebo
brombenzen zhdsi mechanismem dynamického zhaSeni (viz kapitola 2.2.4.2.). ZhaSeni
vétsimi halogeny jako bromidy a jodidy muZe vyustit k mezisystémovému piechodu do
tripletového stavu, ktery je zpasoben “spin-orbit couplingem” (vzdjemnd interakce
magnetickych momentd spinového pohybu elektronii a orbitilntho pohybu elektronti)
excitovaného fluoroforu a halogenu [18], [26]. Mechanismus zhdSeni je pravdépodobné
odliSny pro slouceniny obsahujici chlor. Indoly, karbazoly a jejich derivaty jsou velice citlivé
na zhaSeni chlorovanymi uhlovodiky a tzv. elektronovymi “scavengery* jako protony,
histidin, cystein, fumardt, NOj, Cu®", Pb**, Cd*" aMn*" [19]. Zhaleni témito latkami
pravdépodobné zahrnuje ptenos elektronu z fluoroforu ke zhiseci.

Dalsimi zhéseci fluorescence muzou byt puriny, pyrymidiny, N-methylnikotinamid nebo
N-alkylpyridinium. Napiiklad pyren miZe byt zhaSen cetylpyridinium chloridem. Casto je u
téchto aromatickych sloucenin pozorovano jak statické tak i dynamické zhaSeni, kde komplex
v zakladnim stavu tvofeny pfi statickém zhaseni muiZe byt velice stabilni.

ProtoZe spousta molekul se chova jako zhase¢, muZe byt lehce vybrdn vhodny pér
fluoroforu a zhaSece. Nékteré zhdSece mohou byt vysoce selektivni pro urcity fluorofor.
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Selektivita Casto zdleZi na mechanismu zhéSeni, ktery zase bude zdviset na chemickych
vlastnostech jednotlivych molekul.
Dale je mozZno rozdélit zhaseni fluorescence do Sesti typu [3]:

1) Koncentraé¢ni (samo)zhaseni fluorescence (Vavilov):

Od urcité mezni koncentrace ¢y (prahovd koncentrace analytu) dochdzi k poklesu
kvantového vytézku fluorescence. Dusledkem jsou neelastické srazky excitovanych
molekul s molekulami analytu v zdkladnim stavu (moZnd také asociace molekul).
Molekuly analytu absorbuji zafeni, ale neemituji. Energie je disipovdna formou tepelné
energie.

2) Vnitrni konverze molekul:

V disledku kolizi excitovanych molekul s neexcitovanymi dochdzi ke ztraté energie
excitované molekuly na nezdfivé formy energie. Ztraty se zvySuji s rostouci teplotou, ddle
ztraty zavisi na koncentraci molekul, na viskozité roztoku apod.

3) Vnitrni filtracni efekt prvniho druhu:

s w2z

Detektor spektrofluorimetru detekuje emisi zdfeni pouze z centrdlni ¢asti kyvety (z jejiho
sttedu). NeZ dopadajici zafeni dosdhne stfedu kyvety, znacnd ¢4st dopadajiciho zéfeni je
absorbovéna pfed dosaZenim centrdlni Casti kyvety. Tento efekt mé za nésledek sniZeni
intenzity fluorescence.

4) Vnitrni filtra¢ni efekt druhého druhu:
Obsahuje-li roztok dals$i chromofor, ktery absorbuje svétlo pfi blizké vinové délce jako

fluoreskujici produkt analytu, tak se chromofor chové jako filtr, ktery k produktu analytu
propusti jen ¢ast dopadajiciho zafeni.

5) Strukturni a konfiguracni zmény molekul (organickych):

Prevod molekuly do tripletového stavu (tvorba volného biradikdlu s nepdrovymi
slouCeniny nemusi fluoreskovat. Pii strukturni a konfigura¢ni zméné miZe excitovana
molekula pfejit do zdkladniho stavu bez emise nového zédreni. K tomu jsou nachylné latky
s volngjsi strukturou, volné otdcivé c¢asti molekul. Dochédzi k degradaci elektronové
energie na vibracni energii.

6) Vliv cizich iontu:
Pokles kvantového vytézku fluorescence v pritomnosti cizich iontd a latek. Stupeni zhasen{
roste s polarizovatelnosti  respektive s deformabilitou, s rostouci  kovalentni
charakteristikou.
Zha3eni anionty: F~ < NOj <SO; <ac<(CO0)*” <CI" <Br  <SCN™ <I
Zh4Seni kationty: Cu**,Ni**,Fe**,Fe’*,Mn°* (kationty s neobsazenymi d-orbitaly;
Mn**,Fe**,Hg** < UO3* < Co, Ni < Fe™* <Cu< Cr’")
Dusledkem je pohlceni elektronu ze vzbuzené hladiny fluoreskujiciho chelatu analytu

v neobsazeném d-orbitalu, coZ ma za ndasledek znemoznéni navratu excitovaného
elektronu do zdkladni hladiny.

Pro ucely této prace bylo k podrobn&jsimu vysvétleni vybrdno zhdseni dynamické a zhaSeni
statické.
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2.2.4.2. Dynamické zhaseni

Dynamické zhaseni mtze byt popsdno Stern-Volmerovou rovnici:
F,
%:1+qu0[Q]:1+KD[Q] (11)

kde F, a F jsou intenzity fluorescence v nepfitomnosti zhdseCe a v pfitomnosti zhéSece,
k, je bimolekuldrni rychlostni konstanta zhaSeni, 7, pfedstavuje dobu Zivota fluoroforu bez
piitomnosti zhaSece a Q je koncentrace zhaSece. Stern-Volmerova konstanta zh4Seni pak je
déana rovnici K, = k7, . Pokud je znamo, Ze se jedna kompletné o dynamické zhaSenti, bude
Stern-Volmerova konstanta predstavovana jako K. Pokud se na zhaseni bude podilet i jiny
proces deaktivace, napiiklad statické zhdSeni, bude Stern-Volmerova konstanta popsdna Ky, .

Data jsou vétSinou prezentovédna jako graf zdvislosti poméru intenzit fluorescence bez
piitomnosti zhdsSece a v pfitomnosti zhdSeCe na koncentraci zhaSece. ProtoZe tato zavislost by
mela byt linedrni, mélo by byt moZno ze smeérnice piimky této zdvislosti ziskat
konstantu K, (Obr. 6).

—<

Fo/F a ‘Eo/’t

1

0 [Q]

Obr. 6 Stern-Volmeriim graf pro dynamické zhdseni a schéma mechanismu dynamického
zhdsent

Pokud pozorujeme Stern-Volmertv linearni prabéh zavislosti, nemusi to je$té znamenat, Ze
se jednd o dynamické zhaseni. Také statické zhdSeni dava linearni prabéh zavislosti
(viz kapitola 2.2.4.3.). Statické a dynamické zhdSeni muaze byt odliSeno zavislostmi
jednotlivych procesti na teploté nebo viskozité nebo napiiklad méfenim Casové rozliSené
fluorescence. Vyssi teplota usti k rychlejsi difuzi, takze dynamické zhdseni bude efektivné;jsi.
Vyssi teplota také zptsobi disociaci slabé vazanych komplext, coZ vydsti k niz§imu podilu
statického zhaSeni, protoZe principem statického zhdSeni je tvorba nefluorescentniho
komplexu (Obr. 7).
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Obr. 7 Porovndni dynamického a statického zhdseni

Stern-Volmerova rovnice muze byt také ziskdna, pokud se uvdzi frakce excitovanych
fluoroford v pomeéru k celkovému mnoZzstvi fluoroforti, které vykazuji emisi. Tato frakce

F_ . . y . L » C vy
(—) je dédna pomérem rychlosti vyhasindni fluorescence v nepiitomnosti zhidSeCe (y) a
0

celkové rychlosti vyhasindni fluorescence v piitomnosti zhasece (7 +k, [Q] ):

F V4 1

o rek o] 14K, [0] (12)
Tato rovnice je opét Stern-Volmerovou rovnici. JelikoZ dynamické zhaSeni ptredstavuje
proces, ktery snizuje populaci excitovaného stavu, tak doba Zivota pfi absenci zhaSecCe (7,)

a v pfitomnosti ( 7 ) zhdSe€e bude ddna rovnicemi:

1
Ty=—
0 y (13)
1
| 14)
7+k, (0] (
a tedy Stern-Volmerova rovnice ma tvar:
T
£:1+quo[Q]:l+KD[Q] (15)

Z rovnice plyne dulezita charakteristickd vlastnost dynamického zhaseni. Plati zde, Ze snizeni
intenzity fluorescence je ptimo umeérné snizeni doby Zivota fluorescence:

Fy _ 7
-0 _"0 1
7 . (16)
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Pokud je vynesena zdvislost —% na koncentraci zh43ece, tak se smérnice vysledné zavislosti
T

bude rovnat K, a bude mozno z této smérnice vypocitat rychlostni konstantu dynamického
zhaseni k. K poklesu v dob¢ Zivota pii dynamickém zhaSeni dochazi proto, Ze dynamické

zhaSeni je proces, ktery sniZuje populaci excitovaného stavu bez emise flouorescence. Tim je
sniZena jak intenzita fluorescence, tak i piisluSnd doba Zivota. U statického zhdSeni nedochédzi
k poklesu doby Zivota fluorescence, protoze je vytvofen nefluorescentni komplex mezi
fluoroforem a zhaedem v zakladnim stavu. Casové-rozli§enou fluorescenci jsou pozorovany
pouze fluorofory v excitovaném stavu, takze vSechny molekuly v excitovaném stavu maji
dobu Zivota 7.

2.2.4.3. Statické zhaSeni

Principem statického zhaSeni je formace nefluorescentniho komplexu. K tvorbé tohoto
komplexu muze dojit bud’ diky tzv. sféfe efektivniho zhaseni, anebo piimou tvorbou
nefluorescentniho komplexu v zdkladnim stavu (Obr. 8).

Sféra efektivniho zhageni
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Obr. 8 Schéma statického zhdseni

2.2.4.3.1. Sféra efektivniho zhaseni

Muze nastat situace, kdy fluorofor v excitovaném stavu a zhase¢ nemohou meénit svou
vzdjemnou pozici v prostoru béhem doby Zivota excitovaného stavu (napiiklad v prostredi
s vysokou viskozitou nebo v rigidni matrici). Pro tuto situaci navrhl Perrin model zhaSeni, ve
kterém se molekula zhaSe¢e nachazi uvnitf sféry o objemu V, , kterd obklopuje fluorofor

(tento objem je nazyvan sféra efektivniho zhdSeni, aktivni sféra nebo jen sféra zhaSeni).
Pokud se zhdSe¢ nachdzi mimo aktivni sféru, nemd zhaSe¢ Zddny vliv na fluorofor. Pokud se
ale dostane zhdSe¢ do oblasti aktivni sféry, intenzita fluorescence je sniZena, avSak na dobu
Zivota fluorescence nema zhiseni Zadny vliv (Obr. 8).

ProtoZe intenzita emise fluorescence je piimo Uumérnd pravdépodobnosti, Ze se zhdSel
nachdzi v objemu V,_, muZe byt tato pravdépodobnost vyjadiena rovnici:

Py =exp(~(n)) =exp(-V,N,[0]). (17)
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kde N, je Avogadrova konstanta a F, je pravdépodobnost, Ze se zhadSeC nenachdzi
v objemu V. Perriniv model tedy pfedpoklddd, Ze intenzita emise je pfimo umémd F,

z ¢ehoz vyplyva tvar pro Perriniv model:

F,
2= exp(V,N,[Q]) (18)

. e Fy a1
V porovnani se Stern-Volmerovou rovnici neni zavislost 7 na koncentraci zh4sece linedrni,

ale vykazuje odchylku od linearity ve vysokych koncentracich zh4Sece (Obr. 9). Ze smérnice
této zavislosti je mozno vypocitat objem V.
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Obr. 9 Priklad zhaseni v aktivni sfére. Zhdseni NATA (N-acetyl-L-tryptophanamide) pomoci
akrylamidu [53]

2.2.4.3.2. Tvorba nefluorescentniho komplexu v zakladnim stavu

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

v pomeéru 1:1 podle rovnovéhy:
M+Q = MQ (19)

Doba zivota excitovaného stavu zastava neovlivnéna, protoze k tvorbé komplexu dochézi
v zdkladnim stavu. Sice se intenzita fluorescence sniZuje s rostouci koncentraci zhdsece, ale
vyhasinani fluorescence po excita¢nim pulzu zastdva neovlivnéno. Piikladem nékterych latek,
které jsou zodpovédné za statické zhdSeni, jsou chinony, hydrochinony, puriny nebo
pyrimidiny.

Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci zhaSeCe muZze byt odvozena pies konstantu
stability vzniklého nefluorescentniho komplexu. Konstanta je ddna z pfedchozi rovnice jako:

_ _[M0]
> [M]le]’ (20)
a celkova koncentrace fluoroforu [M ] 0 je:
[M], =[M]+[mQ] 21)
coz vede k rovnici pro frakci nekomplexovaného fluoroforu:
M]__ 1
[M], 1+K[Q] (22)
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Pokud se vezme v tvahu, Ze intenzita fluorescence je piimo imeérnd koncentraci fluoroforu
(plati pouze ve zfedénych roztocich), tak rovnice (22 muaze byt napsana jako:

F
7°=1+KS [0] (23)

. F o w ey
Vysledna zavislost FO na koncentraci zhiSeCe je opét linedrni stejné jako tomu bylo

v piipad¢é dynamického zhdSeni (Obr. 10). Zménou oproti rovnici dynamického zhaSenti je to,
Ze rychlostni konstanta zhaSeni je v pfipadé statického zhdSeni konstanta stability komplexu.
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Obr. 10 Schéma statického zhdseni tvorbou nefluorescentniho komplexu v zdkladnim stavu a
schéma zavislosti poméru intenzity fluorescence v nepritomnosti a v pritomnosti zhdsece na
koncentraci zhdSece

2.2.4.4. Kombinované statické a dynamické zhaseni

Ve spousté piipadt dochazi k tomu, Ze dynamické a statické zhaSeni jednoho fluoroforu
stejnym zhédSeCem probihd zaroven. V téchto pfipadech dochdzi k odchyleni Stern-Volmerovy
zavislosti od linearity, pfesnéji zdvislost intenzit fluorescence pfed pridanim a po pfidani
zhasece na koncentraci zhdsecCe smétuje ve vyssich koncentracich zhdsece k vyS$im pomérim
F y o . o ) o
FO, nez by se ocekdvalo od klasické Stern-Volmerovy zdvislosti pro samostatné dynamické

nebo statické zhaSeni tvorbou nefluorescentniho komplexu (Obr. 11).
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+ Dynamické zhaseni + Dynamické zhageni

Iy/T = (1+Kgy[Q]exp(VN,[Q]) I/T = (14K gy [QNI+K[Q])
I'.'I'III -
1 1
8 (<] 4 [Q]

Obr. 11 Kombinované statické a dynamické zhdseni. Vlevo statické zhdSeni sféry efektivniho
zhdseni kombinované s dynamickym zhdsSenim. Vpravo statické zhdseni nefluorescentniho
komplexu v zdkladnim stavu v kombinaci s dynamickym zhdsenim [7]

U piipadt zhaseni efektivni sférou nebo tvorbou nefluorescentniho komplexu v kombinaci

. . y — ] C e o .
s dynamickym zhdSenim je potfeba vyndsobit pomér T pro dynamické zhédSeni frakci
0
nekomplexovanych molekul fluoroforu:

Hﬂ% o

Dosazenim za vyraz pro dynamické zhdSeni, a pokud se vezme v tdvahu, Ze intenzita
fluorescence je ptimo umeérnd koncentraci fluoroforu, tak i dosazenim rovnice pro statické
zhé&Seni jsou ziskdny rovnice pro kombinované dynamické a statické zhaSeni. Pro statické
zhaSeni tvorbou nefluorescentniho komplexu v zdkladnim stavu bude rovnice:

I
= (1+Kp[0])(1+ K5 [Q]) =1+ (Kp, + Ks)[2]+ KpKs[QF (25)
V ptipadé€ zhaseni sférou efektivniho zhdSeni m4 rovnice tvar:
I
70 =(1+Kp[0])exo(V,N,[Q]) (26)

V obou piipadech je pozorovan nelinearni prubéh téchto zavislosti ve vyssich koncentracich
zhasece (Obr. 11).

2.3. Nevlastni fluorescence

K latkdm, které sami nemaji schopnost fluoreskovat, se pridavaji nevlastni fluorofory. Diky
nevlastnim fluoroforim vznika nevlastni fluorescence. Pokud se na studovany vzorek vazi
kovalentn€, nazyvaji se fluorescencni znacky. Pokud se vazi nekovalentn€, jednd se o
fluorescencni sondy [9].

2.3.1. Fluorescenc¢ni znacky

Fluorescenéni znacky jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledovanym biomolekuldm
(proteinim, peptidim a jinym) vazi kovalentni vazbou. NejCasté€ji se pouzivaji
k fluorescencnimu znaCeni proteint, kdy se kovalentné vazi na jejich aminové nebo
histidinové boc¢ni fetézce, thiolové skupiny, atd. Maji razné vyuziti napfiklad v imunologii
nebo v histochemii [9].
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2.3.2. Fluorescen¢ni sondy

Fluorescenéni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledované struktufe vazi
nekovalentné a Casto pfitom meni své fotofyzikélni vlastnosti. Volba fluorescenéni sondy je
nejduleZitéjsi soucasti ve fluorescenéni spektroskopii, protoZe pravé jeji vlastnosti umoziuji
ziskat potfebné informace. V souCasné dobé existuje nepieberné mnozstvi fluorescencnich

sond [9].

2.4. Asociani procesy

2.4.1. Asociativni (micelarni) koloidy

Existuje skupina litek, kterd jen za nizkych koncentraci tvoii pravé roztoky, ale po
piekroCeni urcité koncentrace jejich molekuly asociuji a vytvéafeji koloidni Castice. Tyto
polymolekuldrni utvary se nazyvaji micely a latky, které se chovaji timto zpusobem, jsou
oznacovany jako miceldrni neboli asociativni koloidy [10].

Tyto soustavy byvaji klasifikovédny jako lyofilni, protoZe jsou v daném disperznim prostiedi
rozpustné a nepotiebuji umélou stabilizaci. Velikost i fyzikdlni vlastnosti micel jsou uréeny
okamZitymi stavovymi veli¢inami (tedy teplotou, tlakem, koncentraci vlastni i koncentraci
pfidanych latek) a nezdvisi na historii systému. Lyofilni systémy jsou reverzibilni.

2.4.1.1. Molekularni struktura micelarnich koloidu

Schopnost vytvafet micely je podminéna zvlastni strukturou molekul, tzv. tenzidu.
Molekula tenzidu je amfipatickd neboli amfifilni, tj. musi se skladat z lyofilni C4sti, kterd ma
tendenci se v daném prostiedi rozpoustet, a z lyofobni €asti, kterd je naopak v témze prostiedi
nerozpustnd (Obr. 12). Neochota lyofobni ¢ésti ke kontaktu s molekulami rozpoustédla je pak
pricinou asociace. Ve vétsin€ piipadu se jednd o povrchove aktivni latky (PAL) rozpustné ve
vode, jejichZ molekuly obsahuji siln€ hydrofilni poldrni skupinu, kterd je schopna zajistit
rozpustnost ve vode¢, a siln€ hydrofobni nepolarni ¢ést, tedy jeden nebo vice uhlovodikovych
fetézctu. Aby dochazelo k asociaci téchto latek, musi mit povrchové aktivni latky dostatecné
dlouhy uhlovodikovy fetézec. Podle toho, zda a jak podléha hydrofilni skupina elektrolytické
disociaci, se déli miceldrni koloidy na ionogenni a na neionogenni neboli neutrdlni. lonogenni
se jeSteé ddle déli na kationaktivni, anionaktivni a amfoterni.

7 Mz 7 Mz

hydrofilni ¢4st — hlava hydrofobni ¢4st — uhlovodikovy fetézec

e

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

Ziedéné roztoky miceldrnich koloidi se vyznacuji charakteristickym prubéhem zavislosti
raznych fyzikdlnich vlastnosti na koncentraci. Ve velkych zfedénich tvoii micelarni koloidy
pravé roztoky. Pfi urcité koncentraci nastavaji na kiivkach koncentracnich zavislosti riznych
fyzikédln€-chemickych vlastnosti ostré zlomy. Pfi této urcité koncentraci dosahuje hydrofobni
Cast molekuly tenzidu minimdlniho styku s vodou. Tato koncentrace se nazyvd kritickd
miceldrni koncentrace (CMC). Je to nejvy$§i moZznd koncentrace, pii niZ je asociativni
povrchové aktivni latka v roztoku prevazné v molekulové (iontové) forme. Nad CMC dochazi
k tvorbé asociatli molekul rozpusténé latky ve vétsi celky, koloidni micely. Tvorbu micely
také charakterizuje tzv. agregaCni nebo asociacni Cislo. Toto Cislo uddvd, kolik molekul
tenzidu se podili na struktute micely.

Pii vysSich koncentracich se na kifivkich koncentraCnich zavislosti ruznych
fyzikédlné-chemickych vlastnosti objevuje dalsi zlom. Predpoklad4 se, Ze pfiCina tohoto jevu,
ktery nastdva pfi tvz. druhé CMC [11], jsou zmeény v typu agregace.

Pti mnohem nizSich koncentracich neZ je kritickd miceldrni koncentrace, dochazi k tvorbé
tenzidu v agregované forme, nikoliv vSak k tvorbé micel. Koncentrace, pti které se tvoii
takovéto typy agregati, je nazyvana kritickd agregacni koncentrace (CAC) [15].

2.4.1.3. Struktura micel ve ziredéném vodném roztoku

Existence micel byla potvrzena mnoha experimentalnimi metodami, ale o jejich velikosti a
tvaru, zvlasté v koncentrovanéjsich roztocich, existuje mnoho ruznych predstav. Velikost a
tvar micel z4visi na koncentraci, teploté, struktufe PAL, charakteru mezimolekuldrnich sil,
atd. Mé&fenim rozptylu svétla byla potvrzena domnénka, Ze micely ve zfedénych roztocich
maji kulovy tvar, proto se mluvi o sférickych micelach (Obr. 13). Na povrchu jsou molekuldm
vody vystaveny hydrofilni skupiny, zatimco hydrofobni uhlovodikové tetézce jsou sdruzeny
v jadru micely tak, aby jejich kontakt s vodou byl co nejmensi [11].

SN2
N

2.4.1.4. Obracené (reverzni) micely

Nekteré amfifilni molekuly vytvafeji v nepoldrnich rozpoustédlech micely, jejichZ jadro
tvoii poldrni skupiny, zatimco uhlovodikové fetézce sméfuji ven do nepoldrniho prostiedi
(Obr. 14). Kriticka miceldrni koncentrace u obracenych micel je tézko definovatelnd, protoze
oblast pfechodu z pravého roztoku na koloidni roztok pokryva Sir$i interval koncentraci. Silné
polarni jddro micely velmi ochotné rozpousti vodu, coZ ma za nésledek zvySeni hodnoty

asociaCniho cisla (ale i pfes zvySeni asociacniho Cisla reverznich micel bude toto Cislo stdle
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mensi, nez asociacni Cislo micel vytvofenych v polarnim rozpoustédle). Kvili polarnimu
jadru byv4 velmi obtizné pfipravit dokonale bezvodé roztoky. Jadro reverzni micely je
vhodnym prostfedim pro katalyzu nékterych chemickych reakci.

e

Obr. 14 Struktura obrdcené (reverzni) micely

2.4.2. Solubilizace

Mnohé hydrofobni nebo amfifilni slou€eniny, které se ve vodnych roztocich malo rozpousti
nebo slouCeniny které se ve vodnych roztocich nerozpousti viubec, se rozpousti 1épe v
miceldrnim roztoku. Tento jev je nazyvan solubilizace. Lze jej pozorovat pouze pfi
koncentraci vyss$i nez CMC, z cehoZz vyplyvd, Ze solubilizovand litka neni v koloidnim
roztoku piftomna v disperznim prostiedi, ale je zaClenéna do micely.

Nepoldrni latky se rozpoustéji v jadru micely, amfifilni molekuly (tzv. kosurfaktanty) se
rozmistuji v miceldch tak, Ze jejich uhlovodikové fetézce smeétuji dovniti micel a polarni
skupiny do vodné faze. Polarni litky jsou solubilizovdny na povrchu micely nebo v tésné
blizkosti jejitho povrchu (Obr. 15).

Owww kosurfaktant nepolarni latka rozgpusting v’ adru micely O polérni latka

Obr. 15 Solubilizace a) kosurfaktantii, b) nepoldrnich ldtek, c) poldrnich ldtek
solubilizovanych na povrchu micely
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2.4.3. Koloidni roztoky vysokomolekularnich latek

Roztoky vysokomolekuldrnich latek jsou pravé roztoky. Jejich Céstice se nesklddaji jako
micely z mnoZstvi malych molekul, ale jsou to jednotlivé molekuly velkych rozmeéra, tedy
utvary vdzané chemickymi valen¢nimi silami.

Ztedény roztok vysokomolekuldrni latky je takovy roztok, v némZz jsou jednotlivd
makromolekuldrni klubka od sebe oddélena spojitou fazi rozpoustédla (Obr. 16a). Klubka se
stiidaji s oblastmi nulové koncentrace polymeru, coZ znamend, Ze zifedény roztok je
koncentra¢né nestejnorody.

Je-li koncentrace vysokomolekuldrni liatky zvySovdna do té miry, kdy domény klubek
vyplni cely prostor roztoku a zacinaji se navzdjem piekryvat (Obr. 16b), pfestiva platit
definice pro zfedény roztok [10].

Obr. 16 Roztoky vysokomolekuldrnich ldtek a) zredény roztok, b) koncentrovany roztok [10]

2.4.4. Roztoky vysokomolekularnich elektrolyta

Molekuly fady vysokomolekuldrnich latek obsahuji ionogenni skupiny a jsou schopné
v roztoku vytvéret ionty, tedy disociovat. Tyto vysokomolekuldrni elektrolyty jsou nazyvany
polyelektrolyty. Pravé takovym piikladem polyelektrolytu, patfictho do skupiny
polyelektrolyti obsahujicich kyselé skupiny, je kyselina hyaluronovd, kterd obsahuje
karboxylové skupiny.

Chovani makromolekul, které v roztoku elektrolyticky disociuji, je ovlivnhéno kromé
mezimolekuldrnich disperznich sil 1 silami elektrostatickymi. Pokud neobsahuje roztok zZadny
jiny elektrolyt kromé vysokomolekuldrniho, vliv elektrostatickych sil je velky, ale podstatné
se zeslabuje pfidavkem i malého mnozstvi nizkomolekuldrniho elektrolytu.

Linedrni makromolekula obsahujici pouze niboje stejného znaménka se jen mdlo svinuje
v klubko a ve zfedénych roztocich existuje spiSe ve forme nataZzeného tetézce (Obr. 17a). To
je zpusobeno velkymi odpudivymi silami mezi souhlasné nabitymi skupinami. Tvar
makromolekuly je ale ovlivnén i malymi opa¢né€ nabitymi ionty pifitomnymi v roztoku. Tyto
ionty vytvéreji kolem makromolekuly iontovou atmosféru opa¢ného néboje, kterd zeslabuje
odpudivé tucinky elektrostatickych sil. Iontovou atmosférou je mySleno takové rozloZeni
iontt, kdy v blizkém okoli centrdlniho iontu pfevladd Cetnost iontl s opacnym znaménkem
(protiiontt1) nad Cetnosti iontt souhlasné nabitych (koionti). Piidavkem nizkomolekuldrniho
elektrolytu stoupd iontov4 sila roztoku, iontova atmosféra se kolem nabitych skupin stlacuje a

vvvvv

ptidavky elektrolytu. Podobny vliv jako maly ptidavek nizkomolekuldrniho elektrolytu ma i
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zvySeni koncentrace polyelektrolytu. U amfoternich makromolekul, u kterych se pravidelné
stiidaji kladné a zdporné nédboje, se tetézec svinuje do civkovitého nebo spirdlovitého tvaru
(Obr. 17b) [11].

a)

Obr. 17 Struktura vysokomolekuldrnich elektrolytit a) makromolekula se souhlasnymi ndboji
ve zFedéném roztoku bez nizkomolekuldrniho elektrolytu, b) amfoterni makromolekula
s pravidelné se stridajicimi kladnymi a zdpornymi ndboji [11]

2.5. Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronovd je vysokomolekuldrni, biologicky odbouratelny, netoxicky a
nehoflavy linedrni polysacharid, ktery objevili v roce 1934 Karl Meyer a jeho asistent John
Palmer. Izolovali ji ze sklivce hovézich o€i. Nazev kyselina hyaluronova vznikl ze slov
hyaloid (sklivec) a uronovd kyselina. NejCastéji je tato latka oznaCovdna jako
hyaluronan [14].

Kyselina hyaluronova nabizi mnoho klinickych uplatnéni. Prvni klinické pouZziti kyseliny
hyaluronové se datuje do roku 1968, kdy byly popdleniny léCeny Ccisténou kyselinou
hyaluronovou. Od té doby si kyselina hyaluronovd naSla cestu do témétf vSech oblasti
mediciny [12].

2.5.1. Chemicka struktura

Z hlediska chemické struktury se hyaluronan skladd ze stdle se opakujicich sacharidovych
jednotek, a to z kyseliny D-glukoronové a z D-N-acetylglukosaminu. Jednotlivé sacharidové
jednotky se k sobé& vazi beta—1,4 a beta—1,3 glykosidickymi vazbami (Obr. 18).

OH OH

170 DHO 9
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-

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

Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamicky. Neékteré buiky, jako naptiklad
chondrocyty v chrupavkéch, aktivné syntetizuji a katabolizuji hyaluronan po cely jejich Zivot.
Studie téchto metabolisma ukdzaly, Ze polocas rozpadu hyaluronanu v chrupavkach se
pohybuje okolo dvou az tii tydnd. Dal§im piikladem bunék, které aktivné syntetizuji a
rozklddaji hyaluronan, patii keratinocyty v pokoZce. V tomto piipad€ je polocas rozpadu
hyaluronanu podstatné€ niz$i. Je mensi nez den [14].

2.5.3. Vyskyt a vlastnosti kyseliny hyaluronové

Hyaluronan se vyskytuje u vSech obratlovci nebo u streptokokt. Hyaluronan je vyznamnou
meérou zastoupen v extraceluldrnich matricich, kde se déli vétSina tkdn&. U cCloveéka se ve
vysoké koncentraci vyskytuje v koZzni tkdni, v kloubech nebo v ocnim sklivci. Mad unikatni
hygroskopické, reologické a viskoelastické vlastnosti. Ve vétSiné piipadd je hyaluronan
v extraceluldrni matrix organizovdn pomoci specifickych interakci s ostatnimi molekulami.
Vysokomolekularni hyaluronan o vysokych koncentracich muze diky stérickym interakcim
tvofit zapletené molekularni sité. Také muze tvofit vlastni asocidty mezi jednotlivymi
molekulami nebo uvnitt téchto molekul, coz se dé&je, pokud usek hydrofobni ¢4sti molekuly
hyaluronanu reversibiln€ interaguje s hydrofobnim povrchem jiné molekuly. Tyto asocidty
vykazuji jiné vlastnosti nez izolované molekuly hyaluronanu. Mohou klést odpor rychlému,
kratce trvajicimu toku siti a tim vykazuji elastické vlastnosti, které mohou §ifit razné sily
uvnitt sité. Pokud je ale na sit pusobeno pomalym, dlouhotrvajicim tokem, asociat muze
CasteCné separovat a srovnat molekuly, pfiemZ se projevuji viskdzni vlastnosti kapaliny.

29



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Mgefeni casoveé rozliSené fluorescence se stalo nedilnou soucdsti experimentli zahrnujicich
fluorescenéni méfeni. Casové-rozliSend fluorescence se stile vice pouZiva pro uréovani
agregacCnich cisel [30], [31], [35], pro studium pienosu energie [37], [38], [39], [40], nebo pro
zkoumdni dynamického zhaSeni [41], [42], [43].

Pro urceni agregaCnich Cisel se Casové rozliSend metoda pouZivd, protoZe je moZno
mnohem presnéji urCit hodnoty agregacnich Cisel, nez tomu je v piipadé steady-state metody.
Odchylka steady-state metody roste s rostouci viskozitou prostfedi, srostouci hodnotou
agregaCniho cisla a s klesajicim kinetickym pomeérem kq/k. Alargova a spol. zkoumali
agregacni Cisla nekterych kationtovych, aniontovych a neionogennich tenzidi. Také zkoumali
vliv ptfidavku polyetylenoxidu k SDS a jeho vliv na zmeénu agregacniho Ccisla. Bylo
vypozorovano, Ze dobrd shoda mezi obéma metodami nastavd, pokud je rychlostni konstanta
zhaSeni alesponl pétkrat vétsi nez rychlostni konstanta vyhasindni fluoroforu v pfitomnosti
kysliku. Déle polyetylenoxid sniZoval agregacni ¢islo SDS a zvySoval rozdil mezi steady-state
a Casoveé-rozliSenou metodou [30].

Jednim z pripadi studia steady-state a Casové rozliSené fluorescence v systému
polymer-tenzid je prace Yana a spol., ktefi zkoumali interakci mezi polyakryldtem sodnym a
tenzidy s raznymi velikostmi hydrofilnich skupin. Urcovali kritickou micelarni koncentraci,
agregaCni Cislo, mikropolaritu micel a dobu Zivota pyrenu. Jejich vysledky naznacuji, Ze
velikost hydrofilni skupiny md vyrazny efekt na interakci mezi tenzidem a polyelektrolytem.
Interakce je oslabena, kdyZz se zvysi velikost hydrofilni skupiny z dodecyltrimetylu na
dodecyltripropylammonium bromid. Pravdépodobné¢ to md =za ndsledek sterickd
nekompatibilita mezi fet€ézcem polyelektrolytu a povrchem micely. Kdyz se ale nasledné
zvetsi hydrofilni ¢4st na tributyl (C,NB), interakce prudce vzroste. Pravdépodobné je to
zpusobeno asociaci hydrofilnich skupin C;,NB [44].

Diéle Sen a spol. zkoumali dynamiku solvatace TNS (2,6-p-toluidinonaphthalene sulfonate)
ve vodném roztoku polymeru poly(vinylpyrrolidonu) (PVP) a v agregatech PVP s tenzidem
SDS pomoci Casové rozliSené fluorescence. Sen a spol. zjistili, Ze se kvantovy vytéZzek TNS
zvySi asi 210krat, pokud se k vodnému roztoku TNS pfida poly(vinylpyrrolidon). Vyhasinani
fluorescence ukdzalo, Ze se jednd o biexponencidlni vyhasinaci kfivku s majoritnim
zastoupenim Casu 60 ps a minoritnim zastoupenim casu 800 ps. Biexponencidlni kiivka
charakterizovala i TNS v agregidtech PVP-SDS. VétsSinové zastoupeni mél delsi as 300 ps,
kdezto minoritni podil mél cas 100 ps. Pomalej$i dynamika solvatace TNS v agregiatech
PVP-SDS znaci silné omezeni mobility molekul vody mezi fetézcem polymeru a povrchem
micely [45].

Zhaseni muze byt také pouzito pro uréeni polohy hostujici molekuly v agregatech napftiklad
micel [46] nebo ve fosfolipidové vrstvé membrany [41].

Deumié a spol. pouzili pro zjisténi polohy riznych derivati pyrenu ve fosfolipidové
membrané zhaseCe na bdzi jodu. Pouzili zhdsecCe o rizné polarité pro zkoumani hydrofilniho
povrchu i hydrofobni ¢asti fosfolipidové membrdny. Pouzili jodid draselny pro zkoumdni
vodné faze, jodpropanovou kyselinu a jodbenzoovou kyselinu pro zkoumani membrinového
rozhrani a jodbenzen a joddekanovou kyselinu pro zkoumdani hydrofobni oblasti membrény
(Obr. 19). Predpokladem bylo, Ze se pyrenmdselnd kyselina bude rozkladat ¢astecné ve vodné
fazi, CasteCné ve fazi hydrofobni, pyrenkarboxyaldehyd se bude vdzat na povrch membrany.
Pyren, benzopyren a pyrendekanovd kyselina se budou rozprostirat v riznych mistech
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uhlovodikového jadra membriny. Pro urCeni polohy pouZili jak steady-state, tak i Casové
rozliSenou fluorescenci. Porovndnim statického a dynamického zhaSeni zjistili, Ze dynamické
zhaSeni bylo v té€chto systémech zastoupeno 75 % az 100 %. Jejich méteni ukdzala, Ze se
pyren, benzopyren a pyrendekanovd kyselina nachdzeji v odliSnych castech lipidové
dvojvrstvy. Pyren se pravdépodobné rozprostird pfes oblast lipidové matrice mezi obéma
lipidovymi vrstvami. Benzopyren a pyrendekanové kyselina se nachdzeji hlavné v centralni

Casti membrany [41].
Hydrcfilni faze

Pyrenkarboxyaldebyd Joddekanové kyselina Jodpropanova kyselina
Ko <N < N O 08¢

0] OF ] ol
H N/ N\
X N 2
O Jodbenzoova kyselina
‘ Pyren Benzopyren

Pyrenmaselnd kyselina O Jodtenzen

Pyrendekanova kyselina

Hydrofcbni faze
Obr. 19 Schématické zobrazeni pyrenovych derivdtu, zhdsecui a jejich predpoklddanou pozici
ve fosfolipidové dvojvrstvé.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

Kyselina hyaluronovd
Fluorescencni barviva

Povrchové aktivni ldatky

Zhdsece

Rozpoustédla

LUDOX

CPN spol. s. 1. 0., HY Active 106 kDa

Cislo 3arze: 190707-E1

Pyren, Fluka, pro fluorescenci, CAS: 129-00-0

Cislo arze: 430166/1

Cetyltrimethyl amonium bromid: Sigma-Aldrich Chemie,
pro molekularni biologii, CAS: 57-09-0

Cislo arze: 059K0041

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

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

Hexadecyl piridinium chlorid: Sigma-Aldrich Chemie, pouze
pouziti pro R&D, CAS: 123-03-5

Cislo arze: 115K0073

Jodid draselny: Fluka, pouze pouZiti pro R&D,

CAS: 7681-11-0

Cislo arze: 457110/1

3-jodpropanovd kyselina: Sigma-Aldrich Chemie, Cistota
vetsi jak 95 %, CAS: 141-76-4
Cislo SarZe: S10757-184

Jodbenzen: Fluka, Cistota vétsi jak 99 %, CAS: 591-50-4
Cislo 3arze: 1087534

Dimethylsulfoxid, Fluka, pouziti pouze pro R&D,

CAS: 67-68-5

Cislo 3arze: 1468197V

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

Cislo sarze: MKBJ4732V
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4.2. Pristroje a zarizeni

Analytické vahy
Mikropipety
Magnetické michadlo
Vibracni michadlo

Denver instrument BC-BC-100
Finnpipette, Biohit, Vitrum
Heidolph MR Hei-Standard
MS2 Minishaker

Luminiscencni spektrometr, Fluorolog HORIBA Jobin Yvon

Zdroj zéreni

Xenonova lampa — 450 W

Monochrométor Czerny-Turner
Detektor S1-PMT (R928), PbS, InGaAs
Rozmezi detektoru PMT A 185 — 900 nm
Rychlost skenu 150 nm/s

Z primarniho zdroje polychromatického zéafeni vstupuje zéafeni do miizkového
monochromdtoru 1 (excitacni), kde se vybere zifeni o vhodné vlnové délce excitace.
Selektivni paprsek o presné definované vinové délce prochazi kiemennou kyvetou se
vzorkem, kterd je umisténa v jeho optické draze. Dochazi k excitaci elektronti zkoumaného
vzorku. Fluorescence je pozorovana v kolmém smeru ke sméru paprsku primérniho zafent,
aby primdrni zafeni prochdzejici kyvetou neruSilo méfeni fluorescence. Proto jsou druhy
monochromdtor (emisni) idetektor umistény v kolmém sméru ke kyveté. Emisni zédreni
prochdzi monochromatorem 2, kde je stanovena jeho vlnova délka a pomoci detektoru je
zjisténa intenzita fluorescence (Obr. 20) [4].

I, onochromdtor) I,
Zdroj . Vzorek

I

F

4
[Monochrométmj

(2)

IFA

\ 4

| Detektor

Obr. 20 Schéma jednopaprskového spektrofluorimetru HORIBA Jobin Yvon
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Fluorocube HORIBA Jobin Yvon pro casové rozlisenou fluorescenci

fe— A t ——

Photons

Time (ns)

offset gain 1‘

oo, /1

PGA ADC

—— Em. — C'AFD = res WE@ _

Obr. 21 Schéma instrumentace pro casové rozlisenou fluorescenci [8]

Zlaseru je vyslan excitacni puls, ktery excituje vzorek a zdroven je vyslan signdl do
excitatniho constant function discrimindtoru (CFD), ktery zdroven zaznamend Cas ptichodu
excitatniho pulzu. Nasledné je signdl pteddn time-to-amplitude convertoru (TAC), ktery
generuje urcCité napéti, které se linedrn€ zvySuje s Casem. V druhém emisnim kandlu je
pozorovin emitovany foton, ktery ptijde do emisniho CFD, ktery zaznamend pfichod fotonu a
posle signdl do TAC, kde je zastaveno zvySovani napéti. TAC nyni obsahuje napéti imérné
Casovému rozdilu mezi excitacnim pulzem a pfichodem emitovaného fotonu. Tento proces je
opakovén stdle dokola a jednotlivé namétené Casy jsou zaznamendvany do histogramu, dokud
neni méfeni ukonceno. Pokud je potfeba, muze byt piislusné napéti zesileno pomoci
programmable gain amplifieru (PGA), ktery informace pfedd analog-to-digital
converteru (ADC), ve kterém je piisluSné napéti pfevedeno na numerickou hodnotu (Obr. 21).

Vzorky byly excitovdny nanosekundovou nanoLED diodou N-330 se §itkou pulzu 1,2 ns a
emisni vlnovd délka byla vybridna emisnim monochromatorem typu Seya-Namioka
srozsahem 200 nm a7z 800 nm. Vyhasindni fluorescence bylo zaznaméndvano
detektorem IBH TBX-04.

UV-VIS Spektrofotometr, Cary 50 Probe

Zdroj zéreni Xenonova pulzni lampa
Monochromator Czerny-Turner 0,25 m
Rozmezi A 190 — 1100 nm

Opakovatelnost A +0,1 nm
Max rychlost skenu 24 000 nm/min
Detektor 2 kfemikové diody

UV-VIS spektrofotometr je zafizeni, které méfi absorpci zédfeni v UV a VIS oblasti
svételného spektra. Zaznamem téchto meéfeni jsou absorpéni spektra meéteného vzorku.
Zatizeni se skladd ze zdroje zéafeni, monochromatoru (zde se ziskd monochromatické zéirent,
tedy zdreni o urcité vinové délce), kyvety se vzorkem a detektoru. V detektoru je zaznamendn
ubytek intenzity monochromatického zareni prochazejiciho vzorkem (Obr. 22).
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I, Monochrométor) I, 1
Zdroj n Vzorek Detektor

Obr. 22 Schéma UV-VIS spektrofotometru

4.3. Piiprava zasobnich roztoku

Na analytickych vahach bylo navdZeno vypoctené mnoZstvi tenzidu, které bylo analyticky
pievedeno do odmérné baiiky o objemu 100 ml a roztok byl doplnén po rysku Milli-Q vodou.
Zisobni roztoky pro méfeni CMC mély nasledné koncentrace: CTAB — 40 mmol/dm®,
SDS - 40 mmol/dm® a Triton X-100 — 13,9 mmol/dm’. Zasobni roztoky pro méfeni
agrega¢niho ¢&isla mély tyto koncentrace: CTAB — 28,6 mmol/dm’, SDS — 121 mmol/dm” a
Triton X-100 40 m mol/dm*.

Na analytickych vahich bylo navdZzeno vypoctené mnozstvi pyrenu, které bylo analyticky
pievedeno do odmérné bailkky o objemu 50 ml. Roztok byl nédsledné¢ doplnén po rysku
acetonem. Takto vznikly z4sobni roztok mél koncentraci 2-10~* mol/dm’.

Na analytickych vahach bylo navdZeno vypoctené mnozstvi cetylpyridinium chloridu, které
bylo analyticky prevedeno do odmeérné batiky o objemu 100 ml. Roztok byl ndsledné doplnén
po rysku Milli-Q vodou. Takto vznikly z4sobni roztok mél koncentraci 5-10~° mol/dm” .

Na analytickych vahich bylo navdZeno vypoctené mnozstvi hyaluronanu, které bylo
analyticky pfevedeno do odmeérné bariky o objemu 50 ml. Roztok byl nédsledné doplnén po
rysku Milli-Q vodou. Takto vznikly zdsobni roztok mél koncentraci 0,5 hm% .

Na analytickych vahach bylo navdZeno vypoctené mnoZstvi zhaSece, které bylo analyticky
pfevedeno do odmérné bariky o objemu 25 ml. Roztok byl ndsledné doplnén po rysku Milli-Q
vodou. Takto vznikly zdsobni roztok mél koncentraci 0,2 mol/dm’. V ptipadé jodbenzenu byl

jako rozpoustédlo pouzit dimetylsulfoxid.

4.4. Priprava vzorku

4.4.1. Priprava vzorku pro méreni kritické micelarni koncentrace

Do sklenénych vialek bylo napipetovdno 25 ul pyrenu a rozpoustédlo bylo odpateno.
Nasledné bylo do vialek pipetovéano takové mnozstvi tenzidu, aby po doplnéni vzorkd na 5 ml
byla vytvofena koncentraéni fada tenzidu v rozsahu 0 az 6-10~° mol/dm’ v pfipadé CTAB.
U SDS byla vytvofena koncentraéni fada o 15 vzorcich v rozsahu 0 az 4-107 mol/dm’.
V piipadé Tritonu X-100 byla koncentraéni fada v rozsahu 0 az 9-10™ mol/dm’.

4.4.2. Priprava vzorku pro méreni agregac¢niho cisla

Do sklenénych vialek bylo napipetovdno 25 ul pyrenu a rozpoustédlo bylo odpateno.
Nésledné bylo do vialek pipetovano 3500 ul tenzidu v piipadé CTAB, 2900 ul v ptipadé SDS
a 1270 ul v piipad€ Tritonu X-100. Poté byla do vialek pipetovdna Milli-Q voda tak, aby po
pipetovani zhdseCe byl objem kazdého vzorku 5 ml. Nakonec byl do vialek pipetovan zhaSec
tak, aby vznikla koncentraéni fada o 16 vzorcich od 0 po 2,51-10™ mol/dm’ v piipadé
CTAB. V piipadé SDS vznikla koncentraéni fada 0 a7 1,32-10~° mol/dm’ . Koncentra¢ni fada

v piipad& Tritonu X-100 byla vytvofena vrozsahu 0 aZz 1,41-10™ mol/dm’. Koncentrace
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zh4SeCe v jednotlivych tenzidech se lisi, protoZe rozsah pomeéru koncentrace zhdSece a
koncentrace micel byl ptizpasoben od 0,5 do 1,5.

4.4.3. Priprava vzorka pro méreni agregacniho c¢isla v pritomnosti nativniho

hyaluronanu

Do sklenénych vialek bylo napipetovdno 25 ul pyrenu a rozpoustédlo bylo odpateno.
Nésledné bylo do vialek pipetovano 3500 ul tenzidu v piipadé CTAB, 2900 ul v ptipadé SDS
a 1270 ul v piipad€ Tritonu X-100. Nésledné bylo do vialek pipetovdno 982 ul hyaluronanu,
takZze v kazdém vzorku byla koncentrace hyaluronanu 0,1 hm%. Poté byla do vialek
pipetovdna Milli-Q voda tak, aby po pipetovani zhaSeCe byl objem kazdého vzorku 5 ml.
Nakonec byl do vialek pipetovdn zhase¢ tak, aby vznikla koncentracni fada o 16 vzorcich
od0 po 2,51-10™ mol/dm’v piipadé CTAB. V piipadé SDS vznikla koncentra¢ni fada

0az 1,32-10” mol/dm’. Koncentraéni fada v piipadé Tritonu X-100 byla vytvofena

vrozsahu 0 aZ 1,41-10™* mol/dm’. Rozsah poméru koncentrace zhaSe&e a koncentrace micel
byl 0,5 az 1,5.

4.4.4. Priprava vzorku pro méreni ucinnosti zhaseni pyrenu jodovymi derivaty

Do sklenénych vialek bylo napipetovdno 25 ul pyrenu a rozpoustédlo bylo odpateno.
Nasledné bylo do vialek pipetovano 3500 ul tenzidu v piipadé CTAB, 2900 ul v piipadé SDS
a 1270 ul v piipad€ Tritonu X-100. Poté byla do vialek pipetovdna Milli-Q voda tak, aby po
pipetovani zhédsece byl objem kazdého vzorku 5 ml. Nakonec byl do vialek pipetovan zhéasec
tak, aby vznikla fada 16 vzorki s rozsahem pomeéru koncentrace zhasece a koncentrace micel
0,5az1,5.

4.5. Vlastni méreni

4.5.1. Méreni emisnich spekter a absorpcnich spekter

Excitacni monochromaétor byl nastaveny na 335 nm. Emisni spektra byla méfena v rozsahu
vlnovych délek 360 az 550 nm. Stérbiny u excitaéniho i emisniho monochromiatoru byly
nastaveny na 2 nm.

Absorpcni spektra byla meéfena vrozsahu 200 az 800 nm s krokem 1 nm rychlosti
600 nm/min.

4.5.2. Méreni vyhasinani fluorescence

Nastaveni pristroje pro vyhasinani fluorescence se liSilo pro kazdy tenzid, protoZe pyren
v CTAB emituje s odliSnou dobou Zivota neZ v SDS nebo Tritonu X-100.

Pro CTAB: Excitace — 329 nm, emisni monochrométor byl nastaven na 381 nm. Peak
preset byl nastaven na 10 000 counts, TAC range 2 us, Repetition rate na 1 MHz, Stérbiny
nastaveny na 6 nm.

Pro SDS: Excitace — 329 nm, emisni monochrométor byl nastaven na 381 nm. Peak preset
byl nastaven na 10000 counts, TAC range 5 us, Repetition rate na 250 kHz, Stérbiny
nastaveny na 8 nm.

Pro Triton X-100: Excitace — 329 nm, emisni monochromdtor byl nastaven na 381 nm.
Peak preset byl nastaven na 10 000 counts, TAC range 5 us, Repetition rate na 250 kHz,
Stérbiny nastaveny na 6 nm.

K rozptylu svétla pro stanoveni signdlu lampy (tzv. prompt) byl pouZzit kolidni kiemik a
emisni monochromator byl nastaven na vlnovou délku lampy, tedy na 329 nm.
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4.6. Vyhodnoceni

4.6.1. Analyza dat metodou nelinearnich nejmensich ¢tvercu

Data pro Casové rozliSenou fluorescenci jsou ve vétSiné piipadld slozitd do té miry, Ze
nemohou byt analyzovdna pomoci grafickych metod. Od vzniku TCSPC (time-correlated
single photon counting) bylo vyvinuto nékolik metod pro vyhodnoceni TCSPC dat, z nichz
v soucasné dobe je nejpouzivanéjsi metoda nelinearnich nejmensich ctverca [20], [22].

Pokud v souboru dat existuje dostateCny pocCet parametrd, kazdy tento soubor dat maze byt
proloZen jistym matematickym modelem. Cilem metody nelinedrnich nejmensich ctvercu je
zjistit, jestli se soubor dat shoduje s matematickym modelem, kterym byla tato data proloZena.
Déle tato metoda ur¢i hodnotu pravdépodobnosti spravnosti pouZitého modelu. Neboli je
poskytnut parametr, ktery porovnd nameéfend data N (tk) a piisluSny matematicky

model N, (tk). Toho je dosaZzeno pomoci minimalizace spravnosti proloZeni, kterd je ddna

rovnici:

2

2 w1 2 & [N(tk)_Nc(tk)]

X =>—|N(t,)-N.(t,)[ = , (27)

Zop M) =) =2

kde proménnd n predstavuje pocet dat (pocet kandlll) pouZzitych pro analyzu a o) je
standardni odchylka kazdého datového bodu.

Nicméné ve vysledku neni vhodné interpretovat piimo hodnotu ;(2, protoZe zavisi na

mnoZzstvi dat. Hodnota ;(2 se bude zvySovat se zvySujicim se mnoZstvim dat. Vzhledem

k této skutecCnosti je zavddéna hodnota, kterd je od mnoZstvi dat nezdvisld. Tato hodnota se

nazyva redukovand spravnost proloZeni:

2 2
JEN S (28)

n-p v

kde n je mnoZstvi dat, p predstavuje poCet parametrti volnosti a v je pocet stupfiti volnosti. Pro
TCSPC je mnozstvi dat vétSinou mnohem vétsi, neZ poCet parametri volnosti, takZe se
vetSinou n — p rovnd piiblizné n. Pokud se projevuji pouze ndhodné chyby, méla by hodnota

}(,% byt okolo jedné. Jestli se ptfisluSny matematicky model nebude shodovat s namé&fenymi
daty, bude hodnota )(,% mnohem vé&tsi nez 1.

K posouzeni, do jaké hodnoty )(,% je spravné zachovdvat matematicky model, se podle
Lakowicze [8] nabizeji dvé metody. Prvni znich je matematickd a druhd zaloZend na
pozorovéni. Podle matematické metody by kazdé proloZeni s }(,% 2> 1,2 mélo byt zamitnuto a
mél by byt pouzit jiny matematicky model. Pfikladem miZe byt systém obsahujici jednu dobu
Zivota, kde se objevuji systematické chyby a monoexponencidlni proloZeni vrati hodnotu
}(,% =1,2. Nésledn¢ je pouzit biexponencidlni model. ProloZeni souboru dat biexponencidlnim
modelem zpusobi sniZeni hodnoty )(,% , ale tento zaver povede k chybné interpretaci dat. Proto
uplné spolehnuti se na matematické tabulky mize vést k chybnému vyhodnoceni méfeni.

vvvvvv

nelze se na ni spoléhat dplné€. Pokud }(,% vyrazn€ neklesne pfi pouZiti slozitéjSitho modelu,
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tak pravdépodobné hodnota }(,% odrdzi Spatnou kvalitu dat. VétSinou se povaZzuje za spravny

pokles hodnoty )(,23, pokud klesne dvakridt nebo vicekrat. MenS$i zmény v }(,% jsou

interpretovdny opatrn€, vétSinou jsou zaloZeny na predchozi znalosti analyzovaného
systému [8].

4.6.2. Analyza méreni ¢asové rozliSené fluorescence

K provadéni proloZzeni meéfeni Casoveé rozliSené fluorescence byl poskytnut program
DASG6 Fluorescence Decay Analysis Software od spole€nosti HORIBA Scientific.
Pro analyzu dob Zivota mohou byt méfeni prokldddna 1 aZz 5 exponencidlnimi funkcemi.
Obecnou matematickou funkci, kterou jsou meéteni prokladédna je:

t
F(t)=A+B, exp[—;], (29)

1
kde ¢ predstavuje Cas, A je fitovaci parametr, B predstavuje pfedexponencidlni funkci,
kterd ddva souvislost s mnozstvim emitujici latky v analyzovaném vzorku a 7 je pfisluSna
doba zivota [24].

V piipadech viceexponencidlnich poklesi, kdy je potfeba porovnat vysledky s rovnovaznou
fluorescenci, se zavadi primérnd doba Zivota. Ta muze byt spocitdna pomoci dvou metod,
které zavisi na aplikaci vysledkd [23]. VétSina aplikaci si vystali s vypoCtenou primeérnou
dobou Zivota podle rovnice:

n
Ta = 207 (30)
kde «; =B;-0,01. Druhym zpisobem vypoctu, ktery se pouzivd napiiklad pro uziti ve

Stern-Volmerové grafu je:

n
> az’
i=1

T =

a- Z’l: ' (31)
a7,
i=1

4.6.3. Korekce emisnich spekter

Vlivem vnitiniho filtraéniho efektu prvniho druhu je pozorovand intenzita fluorescence
mensi nez skutecnd intenzita fluorescence. Protoze vnitini filtra¢ni efekt maZe zkreslit mérené
zévislosti, je potfeba odstranit vnitini filtracni efekt pomoci ndsledujictho vypoctu:

1
Fo=F 102" (32)

corr obs
kde F.or je korigovana intenzita fluorescence, Fqps pozorovand intenzita fluorescence, ODey je
optickd hustota pfti excitacni vinové délce a OD,y, je optickd hustota pfi emisni vinové délce.

ProtoZe mezi optickou hustotou a absorbanci plati vztah

— A/'L
OD=="%. (33)

muZe byt opticka hustota nahrazena absorbanci v pfipad¢, Ze je k méfeni pouzivana kyveta o
tloust’ce 1 cm .
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4.6.4. Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Kritickd miceldrni koncentrace byla ur¢ena pomoci fluorescencni sondy pyrenu. Tato
metoda je zaloZend na polaritni zavislosti intenzity fluorescence vibrac¢nich past monomeru
pyrenu. Pomér intenzit fluorescence prvniho a tfetitho vibra¢niho pédsu je v poldrnim prostiedi
vys$§i nez v prostfedi nepoldarnim. Pokud zaCne tenzid agregovat, prudce se sniZi pomér
intenzit fluorescence prvniho (373 nm) a tfetiho (383 nm) vibra¢niho pésu (dile jen emisni
polaritni index nebo EmPI). Ze zdvislosti emisniho polaritniho indexu (EmPI) na logaritmu
koncentrace tenzidu se spocitd kritickd micelarni koncentrace. Tento postup je zaloZen na
predpokladu, ze zavislost EmPI na logaritmu koncentrace muze byt popsana sigmoidni

kfivkou Boltzmanova typu. Rovnice takové zdvislosti je vyjadiena jako [28]:

A-A
)’Zl—x;fo"‘Az (34)
1+e A

kde y odpovidd pomeéru intenzit fluorescence prvniho a tfettho piku pyrenu, nezavisla
proménnd x piedstavuje celkovou koncentraci tenzidu, A; a A, jsou horni a dolni limity
sigmoidni kfivky, xo ptedstavuje inflexni bod sigmoidni kiivky a Ax je gradient. ProloZenim
zévislosti EmPI na logaritmu koncentrace sigmoidni kfivkou Boltzmanova typu v programu
Origin 1lze ziskat inflexni bod této zdavislosti, tedy vyslednou kritickou miceldrni
koncentraci (Obr. 23).
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Obr. 23 Sigmoidni krivka Boltzmanova typu s parametry pro urceni CMC

4.6.5. Stanoveni agregacniho ¢isla

7 Mz

Agregacni ¢isla byla urena pomoci zhaseni fluorescence. Zhaseni mize byt zkoumdno jak
pomoci steady-state fluorescence, tak i Casové rozliSené fluorescence. Obé metody pouzivaji
stejny pdr fluorescencni sondy a zhdSecCe. Steady-state metoda zahrnuje meéfeni emise
intenzity fluorescence s rostouci koncentraci zhaSece. Casové rozlisend metoda zahrnuje
meéfeni vyhasinacich kfivek fluoroforu za pouziti TCSPC. Vyhasinaci kiivky jsou
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zaznamendvany Vv pritomnosti solubilizované sondy v miceldch a v pfitomnosti sondy a
zhasece. Ktivky jsou ndsledné analyzovany pomoci metody nelinedrnich nejmensich Ctvercu.
Stanoveni agregacniho Cisla pomoci Casové rozliSené metody je z hlediska provedeni a
je v ptipadé¢ steady-state metody [30], [47].

Pti pouziti steady-state metody se musi pfedpoklddat, Ze se v systému nachdzi imobilni
sonda i zhéaSec€, tedy Ze nedochdzi k Zadné intermiceldrni migraci sondy a zhdSeCe po dobu
zivota fluorescen¢ni sondy. Pfi pouZiti koncentrace fluorescencni sondy mnohem niZ$i nez je
koncentrace micel a pokud se koncentrace zhdSeCe méni tak, Ze podil koncentrace zhaSecCe a
micel se bude ménit v rozmezi 0 aZ 2, tak zména intenzity emise fluorescence je ddna rovnici:

L exp {M} (35)

F [M]
kde [M] je koncentrace micel a [Q] je koncentrace zhdSeCe. DalSim ptfedpokladem je, Ze

k .
kineticky pomeér ?Q (kg predstavuje rychlostni konstantu intramiceldrniho zhédSeni a k je

rychlostni konstanta intramiceldrniho vyhasindni fluorescence) je mnohem vétsi jak 1
a distribuce sondy a zhaSece podléha Poissonove statistice. Ndsledné se po vyneseni zavislosti

F oy e NP
1n?° na koncentraci zhdSeCe muZe ze smérnice této zavislosti urcit agregacni Cislo:

F, N
In—2=—1—___
R GEEEN (36)
kde [S] predstavuje celkovou koncentraci tenzidu a [CMC] je kritickd micelarni koncentrace.
Pti Casové rozliSenych meéfenich je sonda excitovand kriatkym svételnym pulzem a
vyhasindni fluorescence je monitorovano pomoci TCSPC zafizeni. Pfi absenci zhdSece je

rychlostni konstanta vyhasinani k=1/7, (7, predstavuje dobu Zivota fluoroforu

v miceldrnim prostfedi) a kfivka vyhasindni je monoexponencidlni. Pfitomnost zhaSece
ovlivni vyhasinani tak, Ze se kfivka stdva biexponencidlni a muZe byt proloZzena rovnici,
kterou navrhli Infelta a Tachiya [50], [51]:

F(t)= F(O)exp{—TL—C[l—exp(—kQI)]} (37)

0
kde F(r) a F(0) jsou intenzity fluorescence v Case ¢ a v ¢ase 0 a C pifedstavuje pomer
koncentraci zhdSeCe a micel. Pokud je vynesena zdvislost C na koncentraci zhisece, tak ze
smérnice této zavislosti miZe byt vypoctena hodnota agrega¢niho ¢isla:

ND
=i fomc] (38)

Jedinou podminkou u Casové rozliSené metody je, Ze hodnoty C musi byt pfizptisobeny, aby
byly okolo 1. Zteoretickych divodi nesmi byt hodnoty C vyssi jak 2 [52]. Takova
koncentrace zhaSece by mohla ovlivnit strukturu micel. Pokud se v systému nachdézi statické
zhaseni, ovliviiuje to pouze hodnotu F(0) a ne Np nebo kq. Absorbance vSech vzorkii musela
byt drZzena pod hodnotu 0,1, aby bylo zamezeno vnitinimu filtracnimu efektu.

40



5 VYSLEDKY A DISKUSE

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

Kriticka micelarni koncentrace tenzidi CTAB, SDS a Tritonu x-100 byla stanovena pomoci
steady-state fluorescence. Postup a teorie stanoveni CMC je popsdna v kapitole 4.6.4..
Hodnoty CMC jsou nezbytné pro pfipravu vzorkd pro stanoveni agregacniho Cisla téchto
tenzida.

Hodnoty kritické micelarni koncentrace byly zjiStény proloZenim zavislosti emisniho
polaritniho indexu na logaritmu koncentrace (Obr. 24) sigmoidni kfivkou v programu Origin.
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Obr. 24 Zdvislosti emisniho polaritniho indexu na koncentraci prislusného tenzidu. Osa x je
v logaritmickém méritku

Hodnota kritické miceldrni koncentrace uvddéna Sigmou-Aldrich by meéla byt okolo
1 mM [27]. Podobnou hodnotu uvadeéli ve své praci Aguiara a spol., kteti publikovali hodnotu
kritické micelarni koncentrace CTAB v rozmezi 0,92 — 1,00 mM [28]. Mnou stanovena
hodnota kritické miceldrni koncentrace byla 1,18 mM.

Pro tenzid SDS uvadi Sigma-Aldrich hodnotu kritické miceldrni koncentrace v rozmezi
7-10mM [27]. Dominguez a spol. zjisStovali CMC SDS pomoci UV-VIS metody,
fluorescenéni metody a pomoci elektrické vodivosti a publikuji rozmezi kritické miceldrni
koncentrace SDS od 7,4 mM do 8 mM [29]. Mnou namétend hodnota CMC byla 7,3 mM.

Sigma-Aldrich uddavd hodnotu kritické micelarni koncentrace pro tenzid Triton x-100
vrozmezi 0,2 — 0,9 mM [27]. Ddle Aguiar a spol. uddvd hodnotu CMC Tritonu x-100
v rozmezi 0,24 — 0,27 mM [28]. Mnou stanovend hodnota kritické micelarni koncentrace
Tritonu x-100 byla 0,28 mM.

Vzorky pro stanoveni kritické miceldrni koncentrace steady-state metodou byly také
podrobeny Casoveé-rozliSenym méfenim. Prislusné doby Zivota viz Tabulka 1. Z vysledku
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plyne, Ze v koncentracich pfed kritickou micelarni koncentraci je pokles monoexponencidlni,
ale jakmile se zacinaji tvofit agregéty tenzidu, vyhasinaci kfivka se stdvd biexponencidlni.
Druhy cCas patii excimeru pyrenu, coZ bylo potvrzeno proloZenim vyhasinaci kfivky
matematickym modelem pro excimer. Z tabulky je moZno pomoci relativnich amplitud, tedy
relativniho  zastoupeni piisluSné doby Zivota, pozorovat pfitomnost excimeru i
v koncentracich za CMC. Excimer pyrenu se piestdva tvofit, az kdyZ pomer koncentrace
pyrenu a koncentrace micel klesne pod 0,5.

Tabulka 1 Priklad hodnot dob Zivota fluoroforu (71 a t2) a jejich prislusné relativni
amplitudy (B;, B,)

CMC

Cislo vzorku | Cuiton x100 (mol/dms) T To 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 piipadé CTAB a SDS byl hluboko za kritickou micelarni koncentraci vZdy pozorovan
monoexponencidlni pokles, takZe veSkeré mnoZstvi sondy bylo solubilizovdno v miceldch.
V piipadé€ Tritonu x-100 se za kritickou miceldrni koncentraci objevovaly dva Casy. Bylo
usouzeno, zZe prvni ¢as okolo 225 ns patii pyrenu emitujicimu z micel a druhy Cas okolo
5,5 ns patii, vzhledem ke struktufe tohoto tenzidu, samotnému Tritonu x-100. Tato domnénka
byla potvrzena méfenim Casové rozliSené fluorescence roztoku Tritonu x-100 bez pritomnosti
fluorescen¢ni sondy, kdy byl naméfen Cas 5,1 ns. K tomuto fenoménu nedochdzi ihned po
agregaci tenzidu, ale aZ hluboko za kritickou micelarni koncentraci. Pravdépodobné dochédzi
ke zmeén€ organizace micely, respektive benzenovych jader tenzidd tak, Ze je mozno
pozorovat emisi fluorescence.
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Obr. 25 Vyhasinaci kiivky pyrenu v Tritonu x-100 o ruznych koncentracich

5.2. Stanoveni agregac¢niho cisla tenzidi CTAB, SDS a Tritonu x-100 pomoci
steady-state fluorescence a pomoci ¢asové rozliSené fluorescence

Postup pro vypocet agregacniho Cisla je popsan v kapitole 4.6.5.. Agregacni Cislo bylo
ur¢eno pomoci zhdSeni fluorescence, které je popsdno v kapitole 2.2.4. a bylo uréeno pomoci
steady-state a Casove-rozliSené metody. Pti zhdSeni dochdzi k poklesu intenzity fluorescence,
coZ se projevuje jak na emisnich spektrech (Obr. 26), tak i na velikosti a tvaru vyhasinacich
ktivek (Obr. 27). V piipadé Casové rozliSenych experimenti je moZno pozorovat zménu doby
zivota fluorescence se zvySujici se koncentraci zhdSeCe. Doba Zivota se bude meénit pouze,
pokud v systému probihd dynamické zhéseni.

Podle Alargovy a spol. mize vypocet agregacniho Cisla pomoci steady-state fluorescence
vyustit ve znaCné chyby v agregacnich c¢islech. Mnozstvi tenzidi, pro které je mozno
s dostateCnou pfesnosti urCit agregacni Cisla steady-state metodou, je mnohem vice omezen
neZ mnozstvi tenzidi, u nichZ je mozno dostateCné piesné agregaéni Cislo stanovit pomoci
Casové rozlisSené metody. Proto je dulezité kontrolovat steady-state data jeSté Casoveé
rozliSenymi méfenimi. Aby se steady-state a Casové rozliSend metoda shodovaly, musi byt

k
kineticky pomér ?q alesponl vétsi jak 10. Dale s rostouci velikosti agrega¢niho cisla také

roste chyba pfi jeho stanoveni steady-state metodou. Dalsi odchylka steady-state metody
oproti Casoveé rozliSené fluorescenci spocivd ve zvySeni viskozity prostiedi, napiiklad
piidavkem polymeru. Opét ¢im vyssi je viskozita prostredi, tim vetsi by mela byt odchylka
steady-state metody od metody Casové-rozliSené [30].
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Obr. 26 Emisni spektra pyrenu solubilizovaného v miceldch. Pokles intenzity fluorescence byl
zpiisoben zvysujict se koncentraci zhdsece
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Obr. 27 Krivky vyhasindni pyrenu solubilizovaného v miceldch. Pokles intenzity fluorescence
i zména tvaru vyhasinaci krivky byla zpiisobena zvysujici se koncentraci zhdsece
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5.2.1. Stanoveni agregacniho ¢isla 20 mM CTAB a vliv pridavku nativniho hyaluronanu
na agregacni ¢islo CTAB

V piipadé Cistého CTAB bylo agregacni ¢islo pomoci steady-state fluorescence stanoveno
na 43 molekul tenzidu na micelu (Obr. 28). Casové-rozlifenymi experimenty bylo agregaéni
Cislo CTAB vypocteno na 108 molekul tenzidu na micelu (Obr. 29). Ob¢ zdvislosti byly podle
pfedpokladu linearni.
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Obr. 28 Zdvislost prirozeného logaritmu podilu intenzit fluorescence v absenci a
v pritomnosti zhdSeCe na koncentraci zhdseCe, koncentrace CTAB a hyaluronanu byla
konstantni

Rozdil mezi agregacnimi Cisly zjiSt€nymi pomoci obou metod je vice neZ dvojndsobny. Je
to zpusobeno nizkou hodnotou kinetického poméru, ktery ma hodnotu 1,1, a také tim,
7Ze micely CTAB v této koncentraci maji vysokou hodnotu agregacniho cisla, které neni
mozno steady-state metodou dostatecné presné€ stanovit. Pfi zkoumadni agregacniho cisla
pomoci steady-state metody se také znacné€ 1iSi hodnoty z odbornych publikaci. Napiiklad
Moulik a spol. zjistili pomoci steady-state metody agregacni Cislo o hodnoté 62 [32], kdeZto
Sanchez a Ruiz zjistili agregacni ¢islo 20 mM CTAB o hodnoté 81 [34]. Agregacni Cislo
CTAB bylo také zkoumdno v predchozich pracich pomoci ¢asové rozliSené metody.
Napiiklad Roelants a Schryver zjistili touto metodou agregacni ¢islo 31 mM CTAB o hodnoté
104 molekul tenzidu na micelu [31]. Pravdépodobné nejvétsi roli v rozdilu mezi agregacnimi
Cisly CTAB stanovenymi pomoci obou metod hraje roli kineticky pomér, jehoZz hodnota
je 1,1. Dale se pravdépodobné bude rapidn€ menit struktura micel s koncentraci tenzidu a tedy
i poCet molekul tenzidu na micelu, ¢imz poroste chyba mezi obéma piisluSnymi metodami
ureni agregacniho Cisla s koncentraci tenzidu. Dal$im faktorem ovliviiujicim rozdil mezi
steady-state a Casoveé-rozliSenou metodou je pfitomnost rozpusSténého kysliku ve vzorku [30].
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Obr. 29 Zdvislost poméru koncentrace zhdsece a micel na koncentraci zhdsece, koncentrace
CTAB a hyaluronanu byla konstantni

Po pfiddni hyaluronanu doSlo ke zmeéné agregaCniho Cisla pouze u Casové-rozliSené
metody. Podle pfedpokladu se agregacni Cislo CTAB mélo po pfiddni hyaluronanu zménit.
Vzhledem k tomu, Ze hyaluronan obsahuje disociované karboxylové skupiny a molekuly
CTAB maji kladny nédboj, predpokladala se elektrostatickd interakce mezi molekulami CTAB
a hyaluronanem, takZe i zména agregacniho ¢isla. Pravdépodobné se tvoftily agregiaty CTAB
vazané na hyaluronan a pravdépodobné hyaluronan umoZznil stabilizaci micel CTAB pies
elektrostatické interakce tak, Ze to zpusobilo agregaci tenzidu o vétSim agregacnim Cisle.
Pomoci steady-state metody bylo v obou piipadech stanoveno témét shodné agregacni Cislo.
Agregacni Cislo vzrostlo ze 43 na 44 molekul tenzidu na micelu (Obr. 28). Pomoci
Casoveé-rozliSené metody agregacni Cislo vzrostlo ze 108 na 146 molekul tenzidu
na micelu (Obr. 29). Rozdil mezi obéma metodami se zvysil pravdépodobné kvili zméné ve
viskozité prostiedi a zvétSeni agregacniho ¢isla micely CTAB. Jelikoz byl do systému ptfidan
hyaluronan, doslo ke zvySeni viskozity prostfedi a tedy i zvySeni difdzniho koeficientu, coz
meélo vliv na rozdil agregacnich Cisel stanovenych pomoci obou metod. ZvySeni kinetického
pomeéru na hodnotu 1,2 by nemélo mit Zddny vliv na zménu rozdilu agregaCnich cisel
ziskanych pomoci obou metod. Na steady-state metodu md znacny vliv pfitomnost
rozpuSténého kysliku ve vzorku. Na Casové-rozliSenou metodu by piitomnost kysliku ve
vzorku mit vliv neméla [30]. Hodnoty agregacnich Cisel a kinetickych poméra viz Tabulka 2.

Tabulka 2 Vypoctené hodnoty agregacnich cisel 20 mM CTAB v absenci a v pFitomnosti
0,1 9% hyaluronanu a prislusné kinetické poméry

Nss Np 107 ke (s") [ 107k (s7) | Kok
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 agregacniho ¢isla 70 mM SDS a vliv pridavku nativniho hyaluronanu
na agregacni ¢islo SDS

Dodecylsiran sodny je jiz dobfe definovany tenzid, ktery byv4 pouZivin jako modelova
latka pro nové pdary zhédsece a fluorescen¢ni sondy [30]. 1 v tomto pifipadé byl pouZit jako
modelova latka pro urCeni rozdilu mezi steady-state metodou a Casové rozliSenou metodou.
Rozdil mezi obéma metodami by mél byt minimdlni. Nasledn€ bylo zkoumadno, jak ovliviiuje
hyaluronan agregacni Cislo tohoto tenzidu.

Pomoci steady-state metody bylo agregacni Cislo SDS stanoveno na 59 molekul tenzidu na
micelu (Obr. 30). Casové-rozliSenou metodou bylo agregaéni &islo SDS stanoveno na 77

molekul tenzidu na micelu (Obr. 31).
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Obr. 30 Zdvislost logaritmu podilu intenzit fluorescence v absenci a v pritomnosti zhdsece na
koncentraci zhdsece, koncentrace SDS a hyaluronanu byla konstantni

Rozdil mezi obéma metodami je v tomto piipad€ velice maly. Je to pfedevSim zptsobeno
vysokym kinetickym pomérem, ktery ma hodnotu 5,8. Dalsim divodem malého rozdilu mezi
obéma metodami je velikost agregacniho ¢isla. Pfi srovndni s micelami CTAB je pocet
molekul tvoficich micelu téméf dvakrdt mensi. Ztoho plyne, Ze bude moZno pomoci
steady-state fluorescence stanovit agregacni ¢islo SDS s vétsi pfesnosti, neZ tomu bylo u
CTAB. Alargova a spol. stanovovali agregacni ¢islo SDS o koncentraci 97 mM také pomoci
steady-state i Casové-rozliSené metody a dostaly hodnoty 75,2 a 76,1 molekul tenzidu na
micelu [30]. Rozdil 18 molekul tenzidu na micelu v mém meéfeni byl zpisoben tim, Ze vzorky
nebyly zbaveny rozpusténého kysliku. Jak je jiz zminéno vySe, Casove rozliSend metoda neni
zavislad na rozpusSténém kysliku ve vzorcich, kdeZto steady-state metodu to znacnou meérou
ovliviiuje. Déle Gehlen a Schryver stanovovali agrega¢ni ¢isla SDS pomoci Casové rozliSené
metody v rozmezi koncentraci 50 mM az 200 mM a ziskali hodnoty agregacnich cisel
v rozmezi 63 az 68 [35].
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Obr. 31 Zdvislost poméru koncentrace zhdsece a micel na koncentraci zhdsece, koncentrace
SDS a hyaluronanu byla konstantni

Priddni hyaluronanu k SDS podle pfedpokladu lehce zmeénilo pouze agregacni cislo
stanovované steady-state metodou z 59 molekul tenzidu na micelu na 57 pravdépodobné kvuli
zvySeni viskozity prostfedi po pfiddni hyaluronanu. Rozdil mezi agregacnimi Cisly
stanovovanymi steady-state a Casové-rozliSenou metodou je zpisoben opét piitomnosti
rozpusSténého kysliku ve vzorcich, ktery ovliviiuje steady-state data. Pokud by byl rozpustény
kyslik ze vzorki odstranén, pravdépodobné by kinetické poméry piesahly hodnotu 10
a agregacni Cisla stanovend pomoci obou metod by byla identickd. Hyaluronan neovliviiuje
agregacni Cisla micel dodecylsiranu sodného, protoZe hyaluronan i molekuly SDS nesou
zaporny naboj, takZe se v roztoku budou odpuzovat a jednotlivé micely SDS budou od
molekul hyaluronanu oddéleny spojitou vrstvou rozpoustédla. Hodnoty agregacnich ¢isel SDS
a prislusnych kinetickych poméra viz Tabulka 3

Tabulka 3 Vypoctené hodnoty agregacnich cCisel 70 mM SDS v absenci a v pFitomnosti
0,1 % hyaluronanu a prislusné kinetické poméry

Nss Nop [107kq(s)[ 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 agregacniho c¢isla 10 mM Tritonu x-100 a vliv pridavku nativniho
hyaluronanu na agregacni cislo Tritonu x-100

Pomoci steady-state metody bylo stanoveno agregacni ¢islo Tritonu x-100 na 36 molekul
tenzidu na micelu (Obr. 32). Casové rozliSenou metodou bylo jeho agregacni Cislo urceno
na 137 molekul tenzidu na micelu (Obr. 33).
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Obr. 32 Zdvislost logaritmu podilu intenzit fluorescence v absenci a v pritomnosti zhdsece na
koncentraci zhdsece, koncentrace Tritonu X-100 a hyaluronanu byla konstantni

Rozdil mezi obéma metodami je v tomto piipadé témér Ctyindsobny. Je to zpusobeno velmi
nizkou hodnotou kinetického poméru, ktera je 0,64. DalSimi divody jsou pfitomnost
rozpusténého kysliku ve vzorcich a velikost agreganiho ¢isla Tritonu X-100.
Casové-rozliSend fluorescence stanovila agregaéni &islo o relativné vysoké hodnotg,
které neni schopna steady-state metoda dostateCné presné stanovit. Kazdé méfeni agregacniho
Cisla Tritonu x-100 bude také zdaviset na zpusobu piipravy vzorkd, kterd bude ovliviiovat
vyslednou hodnotu agrega¢niho Cisla. Triton x-100 je totiz latka hygroskopickd a
fotosenzitivni, takZze zpusob piipravy bude hrat roli v ziskané hodnoté agregacniho Cisla.
Samotnd literatura se, stejn€ jako u kationtového CTAB, velice li§i v namé&fenych hodnotich
agregacniho ¢isla Tritonu x-100. Sigma-Aldrich referuje hodnotu agregacniho ¢&isla
Tritonu x-100 mezi 100 aZ 155 molekulami tenzidu na micelu [27]. Ddle Bhattacharya a spol
urily agregacni Cislo Tritonu x-100 o koncentraci 10 mM na 138 molekul tenzidu na
micelu [36]. Néasledn¢ Alargova a spol urcily hodnotu agregacniho Cisla Tritonu x-100 o
hmotnostni koncentraci 3,44 hm% pomoci steady-state i Casové rozliSené metody na 69,5 a
106 molekul tenzidu na micelu [30]. Divodem odchylky od publikovanych hodnot muze byt
zpusob piipravy vzorkl, podminky meéfeni a také, u steady-state metody, pfitomnost kysliku
ve vzorcich. Dalsim divodem odchylky od publikovanych hodnot agregaénich ¢isel mize byt
fakt, Ze samotné micely Tritonu x-100 v koncentraci daleko za kritickou miceldrni
koncentraci emituji fluorescenci s dobou Zivota 5,1 ns. Po pfiddni fluorescencni sondy
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urceni agregacniho ¢isla pomoci ¢asové-rozliSeného modelu pro micelarni zhiseni, protoze
tento model je uzpusoben jako biexponencialni. JelikoZ po pfidani zhasece do systému pyrenu
s Tritonem x-100 lze vyhasinaci kfivku vyhodnotit triexponencidlnim modelem, dochdzi pfi

proloZzeni modelem pro miceldrni zhdSeni k ziskdni vysokych hodnot }(,% a tedy 1
k pravdépodobné odliSnym hodnotdm poméru koncentrace zhaSeCe a micel. Pravdépodobné
vysoké hodnoty )(,% jednotlivych vyhasinacich kfivek jsou divodem nizké hodnoty

spolehlivosti proloZeni namétrenych dat regresni kiivkou.
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Obr. 33 Zdvislost poméru koncentrace zhdsece a micel na koncentraci zhdsece, koncentrace
Tritonu X-100 a hyaluronanu byla konstantni

Pridavek hyaluronanu sniZil hodnoty agregacniho ¢isla urovaného pomoci obou metod.
Pomoci steady-state metody byla stanovena hodnota agregacniho Cisla Tritonu x-100 na 35
molekul tenzidu na micelu (Obr. 32). Pomoci Casové-rozliSené metody bylo uréeno agregacni
¢islo Tritonu x-100 v pfitonosti hyaluronanu na 113 molekul tenzidu na micelu (Obr. 33).
ProtoZe nebyla sniZena hodnota agregacniho Cisla urCovaného pouze pomoci steady-state
metody, nehrdla v tomto pifipad€ vyraznou roli zvySend viskozita prostiedi, ale spiSe interakce
mezi hyaluronanem a Tritonem x-100. Mohlo dojit k vytvofeni vodikové vazby mezi
hyaluronanem a hydrofilnimi polyetylenoxidovymi skupinami tenzidu, ¢imZ by mohly byt
nekteré molekuly tenzidu nedostupné k agregaci nebo se diky t€émto vazbdm zacinaji agregaty
Tritonu x-100 tvofit v blizkosti fetézce hyaluronanu, kde pravdépodobné nebude mozZno
vytvorit agregét o stejné velikosti, jako tomu bylo ve vodném roztoku. Hodnoty agregacnich
Cisel a pfislusnych kinetickych poméra viz Tabulka 4.
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Tabulka 4 Vypoctené hodnoty agregacnich cisel 10 mM Tritonu X-100 v absenci a
v pritomnosti 0,1 % hyaluronanu a prislusné kinetické poméry

Nss No [107kq(s)][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 naboje micely na druh zhaseni a vliv pfidavku nativniho hyaluronanu
na druh zhasSeni

Déle bylo zkoumdno, jak ovliviiuje ndboj micely druh zhiSeni. Byl vybran kationtovy,
aniontovy a neiontovy tenzid a pro vSechny tyto tenzidy byl vybrdn stejny par sondy a
zh4SecCe. Nasledné byl zkouman vliv pfidavku nativniho hyaluronanu na druh a procentudlni
zastoupeni zhaSeni.

5.3.1. Vliv nativniho hyaluronanu na zhaseni v micelach 20 mM CTAB

Jak jiz napovida Stern-Volmeruv graf pro zhaseni pyrenu ve vodném roztoku CTAB,
probihd zde kombinovane¢ statické i dynamické zhaSeni (Obr. 34). Bylo vypocteno, Ze z 35 %
se jednd o dynamické zhaSeni a z 65 % se jedna o statické zhé4seni.
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Obr. 34 Stern-Volmeriiv graf pro zhdseni pyrenu v 20 mM CTAB pomoci CPC. Pomér xy/x
znaci v pripadé steady-state dat pomér Fy¢/F a v pripadé casové-rozlisenych dat 7To/T,
koncentrace CTAB byla konstantni

Dynamické zhaSeni je ovlivnéno tim, jak rychle dokdze zhaSe¢ difundovat k fluoroforu, ale
u statického zhaSeni dochdzi k vytvofeni nefluorescentniho komplexu v zdkladnim stavu,
pokud je néjakym zptsobem fluorofor v blizkosti zhaseCe pred absorpci svétla. Z toho plyne,
Ze v blizkosti 65 % zhaSenych fluoroford se jesté pred absorpci svétla nachdzela molekula
zhaseCe v blizkosti fluoroforu. Ke zbytku zhasenych fluorofori se zhase¢ dostal az po
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absorpci svétla, tedy kdyz se fluorofor nachédzel v excitovaném stavu, ¢imz byla sniZzena doba
zivota fluoroforu. Ze Stern-Volmerova grafu plyne, Ze v nizkych koncentracich zhasece je
preferovdno dynamické zhdseni. NejspiSe v nizkych koncentracich budou prevlddat odpudivé
sily mezi micelami a molekulami zhaSeCe, protoZe sdili stejny ndboj. Se zvySenim
koncentrace zh4seCe bude pravdépodobné energeticky vyhodnéjsi zaclenit molekuly zhdsece
do micely CTAB, ¢imZ by mohl byt vytvofen nefluorescentni komplex v zdkladnim stavu.

V pripadé pridavku nativniho hyaluronanu k vodnému roztoku CTAB se o¢ekdvala, stejné
jako v piipadé wurCeni agregaCniho C¢isla, interakce mezi karboxylovymi skupinami
hyaluronanu a kladn€¢ nabytymi tenzidy CTAB, popiipadé 1 interakce hyaluronanu
s molekulami CPC. Vzhledem ke zvySeni viskozity prostfedi diky ptfidavku hyaluronanu se
ocekdvalo sniZeni efektivity dynamického zhaSeni. JelikoZ se jednd o proces kontrolovany
difdazi, zvySeni viskozity snizi difdzni koeficient, tedy by mélo dojit k omezeni efektivity
dynamického zhaseni. Po pfiddni hyaluronanu doslo oproti pfredpokladim ke zvySeni
efektivity dynamického zhéasSeni na 63 % a efektivita statického zhaSeni klesla na 37 % (Obr.
35). Jelikoz kvuli zvySeni viskozity neklesla efektivita dynamického zhaSeni, musi mit
interakce hyaluronanu s CTAB za néasledek zménu v organizaci micely CTAB nebo pozice
sondy v micele tak, Ze nemohl byt vytvotfen komplex fluoroforu a zhaSece. Poptipadé diky
vytvoreni agregati CTAB-hyaluronan nemél zhase¢ moznost proniknout do struktury micely,
aby mohl vytvofit komplex fluorofor-zhdsec. Molekuly zhiSece byly ndsledné schopny ve
veétsim mnozstvi difundovat k molekuldm fluorescenéni sondy, ale nebyly schopny se do
jejich blizkosti dostat jesté pred absorpci svétla.
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Obr. 35 Stern-Volmeruv graf pro zhdseni pyrenu v CTAB a HyA pomoci CPC. Pomér xy/x
znaci v pripadé steady-state dat pomér Fy¢/F a v pripadé casové-rozlisenych dat 7Ty,
koncentrace CTAB a hyaluronanu byla konstantni
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5.3.2. Vliv nativniho hyaluronanu na zhaseni v micelach 70 mM SDS

V 70 mM vodném roztoku SDS jde, vzhledem k téméf nulovému zastoupeni dynamického
zhaSeni a vzhledem k zakfiveni Stern-Volmerova grafu pro steady-state méfeni, o zhaSeni
efektivni sférou (Obr. 36). Divodem je struktura micely SDS. Uhlovodikovy fetézec SDS je
krat$i nez tetézec CPC, takZe s predpokladem, Ze se pyren nachdzi v hydrofobni ¢asti micely
nebo i v palisddové vrstvé micely, nebude fluorofor v bezprostfedni blizkosti zhdSece, ¢imzZ
nebude moct dojit k vytvofeni nefluorescentniho komplexu v zdkladnim stavu. Vzhledem
k ucinnosti statického zhaseni bude fluorofor v dosahu zhaseci sféry CPC. Tento systém muze
byt také stabilizovdn opaCnymi ndboji micely a zhdSeCe. Takto zanedbatelny podil
dynamického zhaseni bude pravdépodobné zplusobem tim, Zze vznikly systém SDS
s molekulami CPC zakomponovanymi v micele a stabilizovanymi opa¢nym nédbojem bude
vice energeticky vyhodny, neZ molekuly CPC difundujici roztokem.
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Obr. 36 Stern-Volmeritv graf pro zhdseni pyrenu v SDS pomoci CPC. Pomér xy¢/x znaci
v pFipadé steady-state dat pomér Fo/F a v pFipadé casové-rozlisenych dat ty/t, koncentrace
SDS byla konstantni

Po pfidani hyaluronanu k SDS nedoSlo témeér k Zddnym zmeéndm rychlostnich konstant
zhé&Seni. Opét se jednd pouze o zhaSeni efektivni sférou a pfispévek dynamického zhaSeni 1ze
zanedbat. Doslo k malému zmenSeni sféry efektivniho zhaSeni z V, N, = 945,94 dm?®/mol na

V,N, =91691 dm?/mol v systému tenzidu s hyaluronanem (Obr. 37). MuZe to byt

zpusobeno zvySenim viskozity prostfedi, kde zhdSeci sféra pravdépodobné nema takovy
ucinek jako v roztoku s mensi viskozitou.
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Obr. 37 Stern-Volmeriiv graf pro zhdseni pyrenu v SDS a HyA pomoci CPC. Pomér xy/x znaci
v pFipadé steady-state dat pomér Fo/F a v pFipadé casové-rozlisenych dat ty/t, koncentrace
SDS a hyaluronanu byla konstantni

5.3.3. Vliv nativniho hyaluronanu na zhaseni v micelach 10 mM Tritonu x-100

U zhéSeni v Tritonu x-100 se projevilo kombinované statické i dynamické zhaSeni, stejné
jako u CTAB. Ale proloZeni steady-state dat linedrni kfivkou dalo stejnou hodnotu
spolehlivosti jako pfi proloZzeni polynomickou funkci, proto byl ponechdn linedrni
model (Obr. 38). Pravdépodobné to plyne ztoho, Ze v systému je vétSinovy podil
dynamického zhaSeni, ktery bude mit vétSi vliv na zakiiveni zdvislosti kombinovaného
zhaSeni. Z vypoctu podilu dynamického a statického zhaseni byly ziskdany hodnoty 53 % pro
dynamické zhaSeni a 47 % pro statické zhdSeni. Pravdépodobné vice jak polovina molekul
zhé4SecCe podilejicich se na zhdSeni neni v micele Tritonu x-100 dostate€né stabilizovédna, aby
vytvofila nefluorescentni komplex v zdkladnim stavu.

Po pfidani hyaluronanu byl zvySen podil dynamického zhaSeni na 56 % a podil statického
zhaSeni se snizil na 44 % (Obr. 39). Opét byla steady-state data proloZena linedrni funkci
oproti polynomické, protoZe hodnota spolehlivosti byla pro oba pfipady stejnd. Protoze
nedoslo k poklesu podilu dynamického zhasenti, ale k jeho narustu, hrali vetsi roli, nez vzrast
viskozity prostfedi diky hyaluronanu, interakce mezi Tritonem X-100 a hyaluronanem.
Vzhledem ke zmeéné agregacniho Cisla Tritonu x-100 bez hyaluronanu a v pfitomnosti
hyaluronanu je pravdépodobné, Ze se na zvySeni podilu dynamického zhaSeni podilela i
strukturni zména micel Tritonu x-100 diky interakci tohoto tenzidu s hyaluronanem. Jak jiz
bylo zminéno vyse, hyaluronan by mohl interagovat ptes vodikové mustky s Tritonem x-100
a tato interakce by mohla ovliviiovat strukturu jeho micel. Tim by mohlo dojit i k lepsi
stabilizaci micel Tritonu x-100, ¢imz by vice molekul zhaSeCe nebylo schopno vytvorit
nefluorescentni komplex v zdkladnim stavu a tim zvySit podil statického zhédsSeni v systému.
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Obr. 38 Stern-Volmeriiv graf pro zhdseni pyrenu v Tritonu x-100 pomoci CPC. Pomér xy/x
znaci v pripadé steady-state dat pomér Fy¢/F a v pripadé casové-rozlisenych dat 7To/T,

koncentrace Tritonu X-100 byla konstantni
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Obr. 39 Stern-Volmeriiv graf pro zhdseni pyrenu v Tritonu x-100 a HyA pomoci CPC. Pomér
Xo/x znaci v pripadé steady-state dat pomér FyF a v pripadé casové-rozlisenych dat Tty/x,

koncentrace Tritonu X-100 a hyaluronanu byla konstantni
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5.4. Urceni relativni pozice pyrenu v micele CTAB, SDS a Tritonu X-100

Podle struktury pyrenu by se dalo pfedpoklddat, Ze se ve vodném roztoku micel bude
nachézet v centrdlni, tedy hydrofobni ¢asti micely. Ddle by se mohlo predpoklddat, Ze pyren
nebude emitovat fluorescenci (popiipadé€ s velice slabou intenzitou), pokud bude ve vodném
roztoku. Ve vodé ale pyren intenzivné€ fluorescenci emituje. Ddle z hodnoty emisniho
polaritniho indexu nameéfeného v hydrofobnim prostfedi n-heptanu a z porovnani emisniho
polaritntho indexu naméfeného v miceldch bylo usouzeno, Ze se pyren nebude nachdzet
v hydrofobni Casti micely, ale spiSe na rozhrani hydrofobni a hydrofilni €asti nebo blizko
rozhrani hydrofilni ¢ast micely-voda (Obr. 40). Ke zkoumdni pozice fluoroforu v micele bylo
vybrdno zhaSeni jodidem draselnym, ktery byl urCen ke zkoumdni vodného prostiedi a
fazového rozhrani voda-hydrofilni ¢ast micely, 3-jodpropanovou kyselinou, kterd byla urcena
ke zkoumani hydrofilni ¢asti micely a rozhrani mezi hydrofilni a hydrofobni ¢4sti micely a
fenyljodidem, ktery byl vybrdn pro zkouméni hydrofobni oblasti micely.
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Obr. 40 Emisni spektra pyrenu v n-heptanu a v CTAB

5.4.1. ZhaSeni pyrenu jodovymi derivaty v micele 20 mM CTAB

Pyren v CTAB byl nejicinngji zhdSen za pomoci 3-jodpropanové kyseliny a jodidu
draselného. Naopak jodbenzen pyren nezhasSel témér vibec (Obr. 41). Vzhledem k tomu, Ze
ucinnost zh4seni mezi 3-jodpropanovou kyselinou a jodidem draselnym byla velice podobna,
nachdzi se vétSina pyrenu na rozhrani hydrofobni a hydrofilni ¢4sti. I kdyZ jodid draselny
zhaSel s podobnou udcinnosti jako 3-jodpropanové kyselina, nebude to znamenat, Ze se C4st
molekul pyrenu nachdzi na hydrofilni ¢asti micely nebo ve vodné fazi a Cast v palisddové
vrstvé  micely. Casové rozlisené méfeni pyrenu solubilizovaného v miceldch dalo
monoexponencidlni pokles a doba Zivota byla odliSnd od doby Zivota pyrenu ve vod¢. Také
steady-state data ukdzala, Ze je pyren v prostiedi s rozdilnym EmPI, nez jakym md voda.
Z toho bylo usouzeno, Ze se pyren nachdzi v palisidové vrstvé micely. Vysokd dcinnost
zhé&Seni jodidem draselnym znaci, Ze se tento zhdSeC nenachazi pouze ve vodném prostiedi,
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ale je isolubilizovdn na hydrofilnim rozhrani micely, kde stdle md velky vliv ve zhaSeni
pyrenu. Vzhledem k dcinnosti zhdSeni jodbenzenem to vypadd, Ze se molekuly pyrenu témét
vibec nenachdzi v centrdlni casti micely.
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Obr. 41 Steady-state data pro zhdSeni pyrenu v CTAB pomoci jodidu draselného,
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentrace CTAB byla konstantni

Pomoci casov€ rozliSenych meéfeni byl uréen pomér mezi dynamickym a statickym
zhaSenim pro jednotlivé zhdSeCe. JiZ ze Stern-Volmerovych zavislosti je vidét, Ze nejveétsi
ucinnost dynamického zhdSeni mél jodid draselny (Obr. 42). Nemeél vSak nejvetsi
procentudlni zastoupeni dynamického zhaseni ze vSech tii jodovych derivatd. Nejvice, tedy
99 % dynamického zhaSeni, m¢l jodbenzen, coZ bylo ddno celkovou dcinnosti zh4Seni, kterd
dosahovala u poméru Fy/F pouze k hodnoté 1,14. I u ostatnich zhasect se dosahovalo
vysokého podilu dynamického zhaseni. Konkrétné 3-jodpropanova kyselina zhasSela z 64,3 %
dynamickym zhdSenim a jodid draselny ze 77 %. Tyto vysoké podily dynamického zhaSeni
jsou zpusobeny vlivem té€Zkého atomu, tedy jodu. Molekuly obsahujici téZky atom ve vétSing
piipadii zhasi prevazné pomoci kolizniho zhaseni. Zhaseni halogenovymi molekulami, jako je
jod, maze zpusobit mezisystémovy prechod do excitovaného tripletového stavu, kde je emise
z tripletového stavu zhédSena dalSimi deaktivaCnimi procesy, protoZe emise z tripletového
stavu je velmi pomald (viz kapitola 2.2.4.1.). Smérnice Stern-Volmerovych zdvislosti,
pfislusné rychlostni konstanty a hodnoty podilu dynamického a statického zhaSeni
viz Tabulka 5.
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Tabulka 5 Porovndni Stern-Volmerovych a rychlostnich konstant obdrienych pomoci
steady-state a casové rozlisené metody a vypocty procentudlniho zastoupeni dynamického
zhdseni

. 4. ) 4 Dynamické
Koos (M) | Kagobs) (10°M7's™) | Ky (M) | Kooy (10°M's™) Ihagent (%)
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
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Obr. 42 Casové rozliSend data pro zhdSeni pyrenu v CTAB pomoci jodidu draselnéh,
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentrace CTAB byla konstantni

5.4.2. ZhaSeni pyrenu jodovymi derivaty v micele 70 mM SDS

V miceldch SDS byl pyren nejicinnéji zhdsen fenyljodidem a 3-jodpropanovou kyselinou.
Jodid draselny nezhasel vibec. Oproti micelam CTAB bylo nejicinnéjsi zhaseni v SDS vice
jak polovi¢ni, coz znali, Ze mnohem méné¢ molekul zhiSeCe se dostane do kontaktu
s fluoroforem. Pravdépodobné doslo ke zméné€ pozice pyrenu oproti CTAB. Protoze jodid
draselny nezhésel pyren vubec, bude to znamenat, Zze se pyren nenachdzi v bezprostiedni
blizkosti hydrofilni skupiny tenzidu nebo je jodid draselny solubilizovédn pouze ve vodné fizi.
Vzhledem k tomu, Ze pyren byl zhdSen téméf stejnou mérou fenyljodidem a 3-jodpropanovou
kyselinou, bude se pyren v micelich SDS nachazet nekde mezi polem pulsobnosti
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, tedy v blizkosti hydrofobniho fetézce, ale ne
v centrdlni Casti micel.

Porovnanim cCasoveé-rozliSenych dat se steady-state daty byly ziskdny hodnoty podilu
dynamického zhaseni pro jednotlivé zhdsece. V piipadé€ jodidu draselného byl vypocten podil
dynamického zhédseni o hodnoté 181 %, u 3-jodpropanové kyseliny 116 % a u fenyljodidu
65 %. Hodnoty podilu dynamického zhaseni presahujici 100 % byly zpisobeny nizsi
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hodnotou spolehlivosti linedrniho proloZeni zédvislosti ziskanych pomoci obou metod a nizkou
hodnotou ucinnosti zhaseni (Obr. 44). U téchto vzorka se zhaSeni muze povazovat za Cisté
dynamické. Opét vétSinovy podil dynamického zhaseni byl zplsoben zhasenim vlivem
téZkého atomu, jako tomu bylo u experimenti s CTAB. Smérnice Stern-Volmerovych
zévislosti, pfislusné rychlostni konstanty a hodnoty podilu dynamického a statického zhaSeni
viz Tabulka 6.

Tabulka 6 Porovndni Stern-Volmerovych a rychlostnich konstant obdrienych pomoci
steady-state a casové rozlisené metody a vypocCty procentudlniho zastoupeni dynamického
zhdseni

. 4. ) 4 Dynamické
Kaps (M) | Kagone) (10°MT's) | Koy (M) | Kooy (10°M7ST) | e o
Kl 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
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Obr. 43 Steady-state data pro zhdsSeni pyrenu v SDS pomoci jodidu draselného,
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentrace SDS byla konstantni

59



1,3

o KI

kys.
F){anyljodid

1,2 - 11_ {

= Jodpropanova {

t 1 i
) IiﬁT i
11 TEIi;T +
1 '{{ T+
i o gt
18 -
0,E+00 4,E-04 8,E-04 1,E-03 2,E-03
[Q] (mol/dm®)

Obr. 44 Casové rozliSend data pro zhdSeni pyrenu v SDS pomoci jodidu draselného,
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentrace SDS byla konstantni

5.4.3. ZhasSeni pyrenu jodovymi derivaty v micele 10 mM Tritonu X-100

V miceldch Tritonu X-100 byl pyren nejlépe zhdSen fenyljodidem. Jodid draselny a
jodpropanové kyselina zhdSeli témeét s nulovou dcinnosti. KdyZ se vezme v dvahu dcinnost
zhaSeni fenyljodidem v Tritonu x-100 oproti ucinnosti zhdSeni jodpropanovou kyselinou
v micelich CTAB, je tucinnost zhaSeni fenyljodidem v Tritonu X-100 tfikrat niz§i neZz
jodpropanovou kyselinou v micele CTAB. Podle tucinnosti zhdSeni vSech tii jodovych
derivatd v micele Tritonu X-100 se dd predpovédét pozice pyrenu v micele Tritonu X-100
(Obr. 45). Pravdépodobné se bude pyren nachdzet na rozhrani polyetylenglykolového fetézce
a hydrofobni ¢asti molekuly Tritonu X-100, tedy benzenovym jadrem. Popiipadé, kvili malé
ucinnosti zhaseni fenyljodidem, se miZe pyren rozprostirat po polyetylenglykolovém fetézci.
Pyren by mohl byt na hydrofobné-hydrofilnim rozhrani stabilizovan n-m stackingem,
ale pravdépodobné v této pozici bude solubilizovdn i fenyljodid, takze by byla dCinnost
zhaSeni vyssi. Pokud by se pyren nachézel na polyetylenglykolovém fetézci, pravdépodobné
by se k nému ani 3-jodpropanovd kyselina a jodid draselny nedostaly. Diky tomu, Ze je
polyetylenglykolovy fetézec dlouhy pfiiblizné 9 jednotek, nedostane se pyren k fazovému
rozhrani, jako tomu bylo v ptipadé CTAB, coZ vyistilo témé&f v nulovou ucinnost zhaseni
jodpropanovou kyselinou i jodidem draselnym.
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Obr. 45 Steady-state data pro zhdseni pyrenu v Tritonu X-100 pomoci jodidu draselného,
jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentrace Tritonu X-100 byla konstantni

Srovnianim méfeni pomoci Casové rozliSené a steady-state metody byly ziskdny hodnoty
podilu dynamického zhaSeni. Opét u jodidu draselného a 3-jodpropanové kyseliny byly
obdrZzeny hodnoty podilu dynamického zhdSeni vétSi nez 100 %. Konkrétné u jodidu
draselného 139 % a u 3-jodpropanové kyseliny 314 %. Bylo to zptsobeno nizkou hodnotou
ucinnosti zhaseni u obou zhaseCu a také vétsi nepiesnosti steady-state metody. Pokud jsou
srovnany chybové dsecky obou metod, je moZzno vypozorovat, Ze u steady-state metody jsou
chybové tsecky vétsi nez u Casové-rozliSené metody. U téchto zhaseCu se muZe zhaSeni
povazovat za Cisté dynamické. Pfi zhdSeni fenyljodidem bylo dosaZeno podilu dynamického
zhaseni o hodnoté 91 %. VétSinovy podil dynamického zhaseni v systému byl zptisoben
efektem vlivu téZkého atomu, stejné jako tomu bylo v ptedeSlych piipadech. Smérnice
Stern-Volmerovych zdvislosti, pfisluSné rychlostni konstanty a hodnoty podilu dynamického
a statického zhéseni viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Porovndni Stern-Volmerovych a rychlostnich konstant obdrienych pomoct
steady-state a casové rozlisené metody a vypocCty procentudlniho zastoupeni dynamického
zhdseni

Koo (M) K (10° M) | Koy (M) | Koy (10° M7y | EMEEE
Kl 230 9,48 319 13,15 138,71
IP 58 2,39 182 7,50 313,81
1B 1188 48,98 1085 44,73 91,32
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Obr. 46 Casové rozlisend data pro zhdseni pyrenu v Tritonu X-100 pomoci jodidu draselnéh,
jodpropanové kyseliny a fenyljodidu, koncentrace Tritonu X-100 byla konstantni
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6 ZAVER

Cilem préace byla resSerSe, navrzeni a vyhodnoceni experimentd v systému polymer-tenzid,
ktery mel byt zkoumédn pomoci Casove-rozliSené fluorescence. Jako hlavni téma prace bylo
vybréano zhé4Seni pyrenu v miceldrnim prostedi. Byly vybrany 3 tenzidy. Kationtovy CTAB,
aniontovy SDS a neionogenni Triton X-100. Jako zhédSeC pro urceni agregacniho Cisla byl
vybréan cetylpyridinium chlorid. Pro ur€eni relativni pozice pyrenu v miceldch byly vybrany
zhaSeCe na bdzi jodu. Jodid draselny zkoumajici vodné prostiedi a fazového rozhrani
voda-hydrofilni €ast micely, 3-jodpropanova kyselina, kterd zkoumd palisidovou vrstvu a
hydrofilné-hydrofobni rozhrani a fenyljodid, ktery zkouma hydrofobni centralni ¢ast micely.

Nejprve musela byt stanovena hodnota kritické miceldrni koncentrace pomoci steady-state
fluorescence. Pomoci Casové-rozliSené fluorescence nelze presné stanovit hodnotu kritické
miceldrni koncentrace. Hodnota kritické miceldrni koncentrace u CTAB byla stanovena na
1,18 mM, u SDS na 7,3 mM, u Tritonu X-100 na 0,28 mM. Vzorky pro stanoveni CMC byly
také podrobeny Casové-rozliSenym meéfenim. Vzhledem k nastaveni emisniho
monochromdtoru na 381 nm by méla byt sledovdna pouze zména doby Zivota monomeru
pyrenu. Z experimentd vyplynulo, Ze v koncentraci blizké CMC se objevila druhd, krats$i doba
Zivota, kterd patfila excimeru pyrenu. Zaroven byla sledovdna zmeéna doby Zivota s polaritou
prostredi, kterd ale neovlivnila matematicky model exponencidlniho proloZeni.

Diéle bylo zkouméno agregacni ¢islo pomoci steady-state a Casoveé-rozliSené fluorescence,
tyto metody byly porovndny a ndsledné€ byl zkoumén vliv pfidavku hyaluronanu na agregacni
Cislo. Byly zjistény rapidni rozdily mezi obéma metodami. V piipadé CTAB bylo urceno
agregaCni ¢islo pomoci steady-state metody na 43 molekul tenzidu na micelu a pomoci
Casoveé-rozliSené metody na 108 molekul tenzidu na micelu. U SDS byla agregacni ¢isla
stanovena na 59 pomoci steady-state metody a 77 pomoci Casové-rozliSené metody.
U Tritonu X-100 byla agregacni Cisla stanovena na 36 pomoci steady-state metody a 137
pomoci casové-rozliSené metody. Agregacni Cisla stanovend pomoci Casové-rozliSené
fluorescence se shodovala s agregacnimi Cisly vyhledanymi v literatute. Rapidni rozdily mezi
agregacnimi Cisly stanovenymi pomoci obou metod u CTAB a Tritonu X-100 byly zptsobeny
nizkym kinetickym pomeérem (u obou tenzidi okolo hodnoty 1). U SDS nebyl rozdil
v agregacnich Cislech tak velky, protoZe kineticky pomér byl stanoven na 5,8. Ale i u SDS byl
rozdil 18 molekul tenzidu na micelu pfi porovndni obou metod, i kdyZ by obé hodnoty mély
byt shodné. Bylo to zpusobeno piitomnosti rozpusténého kysliku ve vzorcich, ktery je
ucinnym zhdSeCem fluorescence. Rozpustény kyslik ma ale vliv pouze na steady-state
fluorescenci. Po pfidani hyaluronanu byly sledovany zmény v agregacnich Cislech tenzida
CTAB a Tritonu X-100. Vzhledem k elektrostatické interakci mezi CTAB a hyaluronanem
byla hodnota agrega¢niho ¢isla CTAB stanoveného pomoci Casové-rozliSené metody zvySena
na 146 molekul tenzidu na micelu. U steady-state metody nebyla zaznamendna Zidnd zmeéna
v hodnoté agregacniho Cisla. V pfipad€ Tritonu X-100 byla hodnota agregacniho C¢isla
s piridavkem hyaluronanu uréeného pomoci obou metod sniZena. Pomoci Casové-rozliSené
fluorescence bylo agregacni c¢islo stanoveno na 113 molekul tenzidu na micelu.
Pravdépodobné je to zpusobeno interakci hyaluronanu s molekulami Tritonu X-100 pfes
vodikové vazby.

Pomoci zhdSeni fluorescence mohl byt také sledovén vliv ndboje micely na podil statického
a dynamického zhéseni a také vliv pfidavku hyaluronanu na druh zhaSeni. U CTAB byl podil
dynamického zhasSeni vypocten na 35 % a podil statického zhaSeni na 65 %. Po ptfidavku
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hyaluronanu se podil dynamického zhdSeni zvysil na 63 % a podil statického zhdSeni snizil
na 37 %. Divodem byla zména v organizaci micely CTAB vlivem elektrostatické interakce
s hyaluronanem. U tenzidu SDS bylo zjiSténo, Ze se dynamické zhdseni na celkovém podilu
v podstaté nepodili, ale pyren je zhasen ve sféfe efektivniho zhaSeni. Duvodem je mensi
velikost micely, protoZe pyridiniovy iont nebude v kontaktu s fluoroforem kvuli rozdilu
velikosti hydrofobnich fetézca SDS a CPC. V Tritonu X-100 bylo dominantni dynamické
zhaSeni. Jeho podil byl uréen na 53 %. V miceldch Tritonu X-100 mohou molekuly zhisece
volnéji difundovat, protoZe molekuly CPC nejsou schopny tvofit takovou mérou jako
v CTAB nefluorescentni komplex v zdkladnim stavu, coZvyplyvd ve vysS§i podil
dynamického zhdSeni. Po pfidani hyaluronanu byl zvySen podil dynamického zhaSeni
na 56 %. ZvySenim viskozity by melo dojit k poklesu podilu dynamického zhéseni. Protoze
doSlo ke zvySeni zastoupeni dynamického zhdSeni, hrdli vé&tSi roli interakce mezi
Tritonem X-100 a hyaluronanem. U SDS byla zavislost ziskand rovnovdZznou metodou
proloZena exponencidlni regresni kiivkou, protoZe se jednalo o zhdSeni efektivni sférou.
V ptipad€ Tritonu X-100 nebyla zdvislost ziskand rovnovdZnou metodou proloZena
polynomickou regresni kiivkou pro kombinované statické a dynamické zhaSeni jako tomu
bylo v ptipadé CTAB, ale byla proloZena linedrni regresni kiivkou. Hodnoty spolehlivosti
byly totoZné pro linedrni i polynomickou regresni kfivku. Pravdépodobné pokud je v systému
majoritni zastoupeni dynamického zhdseni, bude mit mnohem vétsi vliv na tvar zavislosti, nez
zbytkovy podil statického zhaseni. I u experimentll se zhdSeCi na bazi jodu byly vSechny
zavislosti proloZeny linedrni funkci a majoritnim zhaSenim bylo zhdSeni dynamické.

Pomoci zhéSeni fluorescence molekulami na bédzi jodu lze zkoumat pozici fluorescencni
sondy v miceldrnim prostfedi. Pyren se v miceldich CTAB, vzhledem k dGcinnosti zhdSeni
jodidu draselného a 3-jodpropanové kyseliny, nachdzi v palisddové vrstvé. Déle bylo zjisténo,
Zze jodid draselny se v micelich CTAB bude solubilizovat v hydrofilni casti micely a
v palisddové vrstve, ne jen ve vodném prostiedi. V prostiedi SDS se pyren pravdépodobné
nachazi v blizkosti hydrofobniho fetézce tenzidu, tedy mezi polem pusobnosti
3-jodpropanové kyseliny a fenyljodidu. V Tritonu X-100 se bude pyren nachdzet v blizkosti
polyetylenglykolového fetézce a zdroven v blizkosti benzenového jadra Tritonu X-100,
protoZe ucinnost zh4Seni jodbenzenem dosahuje malych hodnot a 3-jodpropanova kyselina a
jodid draselny dosahuji nulové ucinosti zhdSeni. Jodbenzen bude stabilizovdn v blizkosti
benzenového jadra molekuly Tritonu X-100 a vzhledem k délce polyetylenglykolového
fetézce se k pyrenu nedostane 3-jodpropanova kyselina ani jodid draselny.

Urceni relativni pozice pyrenu v miceldch CTAB, SDS a Tritonu X-100 potvrzuje vysledky
zhé&Seni v téchto tenzidech pomoci CPC a také davd informaci, pro€ se tak vyrazn€ zmeénila
hodnota podilu dynamického zhédseni po pfiddni hyaluronanu do roztoku CTAB. Protoze se
pyren v CTAB nachdzi v palisidové vrstve, elektrostatickd interakce CTAB s hyaluronanem
zpusobi, Ze se pyren muze posunout do hydrofobné&jsi oblasti micely. Protoze na pyren bude
pusobit ¢astené vliv zaporného naboje hyaluronanu, jako tomu bylo u pyrenu v samotném
SDS, muzZe se pyren posunout do blizkosti hydrofobniho fetézce tenzidu, coZ muze zna¢nou
merou ovlivnit podil statického a dynamického zhdSeni. Pro SDS a Triton X-100 bude platit,
Ze hyaluronan neovlivnil podil statického a dynamického zhédseni v ptipadé€ Tritonu X-100, a
velikost zhédSeci sféry SDS takovou meérou, protoZze dochdzelo k mensi nebo Zadné interakci
mezi Tritonem X-100 a hyaluronanem a SDS a hyaluronanem, neZ tomu bylo v pfipadé
CTAB. Protoze se pyren v Tritonu X-100 a SDS nachézel v hydrofobnégjSich oblastech nez
v CTAB, tak hyaluronan nemé€l na pozici pyrenu téméf Zadny vliv.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PAL
CMC
CAC
CTAB
SDS
Triton X-100
CPC
C;oNB
TNS
PVP
CFD
TAC
PGA
ADC
TCSPC
EmPI
UV-VIS
NATA

povrchové aktivni latky

kritickd miceldarni koncentrace
kritickd agregacni koncentrace
cetyltrimetylamonium bromid
dodecylsiran sodny
polyoxyethylen(9,5)oktylfenol
cetylpyridinium chlorid
dodecyltributylammonium bromid
2,6-p-toluidinonaphthalen sulfonét
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 viditelnd oblast elektromagnetického spektra

N-acetyl-L-tryptophanamide
optickd hustota

steady-state fluorescence
Casove-rozliSend fluorescence
rychlost zafivého prechodu

rychlost nezafivého pfechodu

kvantovy vytézek fluorescence
doba Zivota excitovaného stavu

piirodni doba Zivota

vlnova délka

transmitance

dopadajici zafivy tok

prosly zarivy tok

absorbance

molarni absorp¢ni koeficient

tloust'’ka absorbujici vrstvy

koncentrace vzorku

zakladni singletova hladina

excitovany singlet

excitovany triplet

koncentrace latky A

koncentrace latky A v excitovaném stavu
intezita fluorescence v pritomnosti zhdSece
intenzita fluoresccence v nepfitomnosti zhdSece
rychlostni konstanta zh4Senf{
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doba Zivota fluoroforu bez ptitomnosti zhdsece

koncentrace zhasece

Stern-Volmerova konstanta zh4Sen{

pomér rychlosti vyhasinani fluorescence v nepfitomnosti zhdsSece

objem zhaseci sféry

Avogadrova konstanta

pravdépodobnost vyskytu zhidSe€e uvnitt objemu zhéseci sféry

konstanta  stability nefluorescentniho  komplexu = Stenr-Volmerova
konstanta statického zhaSeni tvorbou neflourescentniho komplexu
naméfend data

pouzity matematicky model

hodnota spravnosti proloZeni

standardni odchylka kazdého datového bodu
pocet dat

hodnota redukované spravnosti proloZeni
pocet parametrii volnosti

pocet stuprii volnosti

fitovaci parametr (pfi vyhodnocovani doby Zivota)
piedexponencidlni funkce

priumérnd doba Zivota

korigovand intenzita fluorescence
pozorovand intenzita fluorescence

optickd hustota pfi excitacni vinové délce
optickd hustota pfi emisni vinové délce

pomér intenzit prvniho a tfettho piku pyrenu
celkovd koncentrace tenzidu

horni limita sigmoidni kfivky

dolni limita sigmoidni kiivky

inflexni bod sigmoidni kfivky

gradient sigmoidn{ kfivky

koncentrace tenzidu

agregaCni Cislo ur€ené pomoci steady-state metody

pomér koncentrace zhdSece a micel

agregacni Cislo urcené pomoci asoveé-rozliSené metody
intenzita fluorescence v ¢ase 0

intenzita fluorescence v Case ¢
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