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1. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra biofyziky a fyzikalni chemie
Kandidat: Jakub Filipek

Konzultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Nazev diplomové prace: Studium fluorescenénich spekter benzimidazoli

V préci jsou studovana fluorescencni spektra fady vybranych benzimidazold v roztocich.
Jako rozpoustédla byly pouzity dvé organické latky (acetonitril a methanol) bud’ samotné nebo ve
smési s vodou, s fosfatovym pufrem (pH = 7,00) nebo s boratovym pufrem (pH = 9,95). Tato
rozpoustédla piedstavuji bézné pouzivané mobilni faze v HPLC. Celkem bylo studovéano 13
benzimidazoli.

Nejprve byla naméfena absorpéni spektra a absorpéni maxima byla posléze pouzita jako
excitacni vinové délky pfi méteni emisnich spekter. S ohledem na piedchozi vysledky byla
zvlastni pozornost vénovana oxfendazolu a fenbendazolu, u jejichz roztoki byl méfen Ramantv
(Stokestiv) posun, aby bylo mozné zjistit, zda tyto benzimidazoly v uvedenych prostiedich
fluoreskuji, a zaznamenat piislusna spektralni maxima.

Ziskané vysledky jsou voditkem pfi volbé detekénich podminek u HPLC analyz
benzimidazoli s fluorescen¢ni detekci. Mohly by se rovnéz stat zakladem knihovny absorpcnich

a fluorescencnich spekter studovanych latek.



2. Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of biophysics and physical chemistry
Candidate: Jakub Filipek

Consultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Title of diploma thesis: Study of fluorescence spectra of benzimadazoles

In this diploma thesis fluorescence spectra of selected benzimidazoles are studied in
solutions. The solutions were prepared using two organic compounds (acetonitrile and methanol)
either alone or in combination with water or phosphate buffer (pH = 7.00) or borate buffer (pH =
9.95).

These solvents are commonly used in HPLC mobile phase. Thirteen benzimidazoles were
studied all together. First the absorption spectra were measured and the obtained the absorption
maxima were used as the excitation wavelengths for the emission spectra measurements. With
regard of the previous results a particular attention was paid to oxfendazole and fenbendazole. In
their solutions Raman (Stokes) shifts were found in order to determine whether these
benzimidazoles can give fluorescence in the studied environments and to find the relevant
spectral maxima.

The obtained results are a guide for the detection conditions during HPLC analysis of
benzimidazoles with fluorescence detection. They could also become a basis for a library of

absorption and fluorescence spectra of the studied compounds.



3. Zadani diplomové prace

Tato prace se zabyva spektralnimi vlastnostmi vybranych benzimidazolt.
Cilem této prace bylo naméfit a porovnat absorpcni a fluorescenéni spektra tfinacti
benzimidazoli v riznych prostiedich, ktera jsou bézn€ pouzivana v roli mobilnich fazi v HPLC,
z téchto spekter odecist prisluSna maxima a doporucit vhodné detekéni podminky pro

fluorescencni detekci studovanych benzimidazolt pti HPLC.



4. Teoreticka cast

4.1. ATC-Klasifikace benzimidazolu

Anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace 1éciv (ATC-klasifikace) je mezinarodni
systém tiidéni 1éCiv, ktery spravuje spolupracujici centrum Svétové zdravotnické organizace pro
metodologii statistiky 1é¢iv. V ATC-klasifikaci jsou ucinné latky rozd€leny do rtiznych skupin
podle uc¢inki na jednotlivé organy nebo jejich soustavy. Na zaklad¢ toho je jim pridélen
sedmimistny kéd a jsou roztiidény do skupin na péti riznych trovnich. Prvni Groven se znaci
jednim pismenem, odpovidajicim piislusné anatomické soustavé, na kterou dana 1é¢iva ptsobi.
Na této urovni je 14 hlavnich skupin. V nasem ptipad¢€ spadaji benzimidazoly do jedné z nich pod

pismeno P (antiparazitika). [11]

P jedno pismeno - anatomicka hlavni skupina

02 dvé ¢islice - hlavni terapeuticka skupina

C jedno pismeno - terapeuticko-farmakologicka podskupina

A jedno pismeno - chemicko-terapeuticko-farmakologicka podskupina
01 dvé Cislice - chemicka u¢inna latka



P: Antiparazitika, insekticidy a repelenty

P02: Anthelmintika

PO2BA: Derivaty chinolinu a piibuzné latky

PO2BB: Organofosfatové slouceniny

P02BX: Jina antitrematodika

PO2CA: Benzimidazolové derivaty

P02CAOQ1: Mebendazol

P02CAO02: Thiabendazol

P02CAO03: Albendazol

P02CA04: Cyklobendazol

P02CAO0S5: Flubendazol

P02CAOQ06: Fenbendazol

P02CAS51: Mebendazol, kombinace

PO2CB: Piperazin a derivaty

PO2CC: Derivaty tetrahydropyrimidinu

PO2CE: Derivaty imidazothiazolu

PO2CF: Avermektiny

P02CX: Jina antinematodika

PO2DA: Derivaty kyseliny salicylové


http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02BA
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02BB
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02BX
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CA
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CA01
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CA02
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CA03
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CA04
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CA05
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CA06
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CA51
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CB
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CC
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CE
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CF
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02CX
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=P02DA

4.2. Anthelmintika

Jsou to latky pouzivané v 1é€be helmintoz. Mezi helminty patii tasemnice, motolice a
hlistice. Tato 1é¢iva rozdélujeme do tii skupin anticestodika (plsobi proti tasemnicim),
antinematodika (plisobi proti hlisticim), antitrematodika (ptisobi proti motolicim), podle toho na
jakou tfidu ptisobi.

Napadnou-li parazité ¢lovéka, mohou vyvolat riizna onemocnéni. Napiiklad enterobidézu
zpusobenou roupem détskym (Enterobius vermicularis), askariézu zpiisobenou Skrkavkou
détskou (Ascaris lumbricoides), strongylozu, filariézu a trichinel6zu. Hlistice se objevuji hlavné
u zvifat, které napadaji rizné organy. U dospélcti jsou lokalizovany hlavné v tenkém stieve,
plicich, ostatnich tkanich a organech. U ptezvykavci Cervivost zaZivaciho ustroji zpisobuji
vlasovka zajeci, vlasovka krali¢i a nejnebezpecnéjsi parazit vlasovka slézova (Haemonchus
contortus). V dospélosti je vlasovka slézova ptisata na sliznici zaludku, a to ve slezu a tam
dochazi k zdvaznym zméndm na sliznici Zaludku, které vedou k porusSe traveni. Vlasovky rodu
Trichostrongylus a hlistice z rodli Nematodirus a Cooperia parazituji v tenkém stfevé. Pii invazi
dochazi k silnym prijmim a fyzickému oslabeni zvitete. Hlistice z rodu Capillaria se vyskytuje u
hrabavé pernaté zvére v travicim traktu. Dale miiZze zazivaci Gstroji napadnout roup kuii, roup
krali¢i a vrtej$i. Nebezpecna je Cervivost plic, coZ je invazni onemocnéni dychacich organt
zpisobené plicnivkami. Mezi zastupce patii plicnivka zajeci, plicnivka kozi, plicnivka jeleni,
plicnivka praseci a plicnivka obecna (Muellerius capillaris). Muelleridza je onemocnéni, které je
charakteristické intersticidlni pneumonii. Trichinel6za (svalovcitost) je zpisobena svalovcem
sto¢enym, ktery se vyskytuje u masozravci a v§eZravcu véetné cloveéka. Zvlastnim piipadem jsou
vlasovci, ktefi napadaji srdce a velké cévy. Vektorem této infekce je komar, ktery prenasi
infek¢ni larvy pfi sani krve. Lécba helmint6z probiha pomoci benzimidazoli, avermektind,
makrocyklickych laktond, imidazothiazoli a 1é¢iv jinych chemickych struktur. Benzimidazoly
jsou lé€iva s antitrematodni 1 anticestatodni aktivitou, pfi¢emZ dominantni je aktivita

antinematodni. [6,7,9]
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4.3. Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou pouzivany od roku 1961. Benzimidazoly jsou l1éCiva Siroce pouzivana
na prevenci a 1écbu parazitarnich infekei u lidi i zvifat. Jejich vyhodou je kompletni adulticidni,
larvocidni u nékterych i ovocidni ucinek. Nové studie potvrdily, Ze se daji vyuzit také pfi terapii
giardiozy. Z benzimidazoll je pro 1écbu giardiozy psi registrovan fenbendazol (PANACUR
pasta).

Thiabendazol (TBZ) byl prvni benzimidazol, ktery byl uveden na trh pted 50 lety. TBZ
byl Siroce pouzivan pro zvladani gastrointestinalnich hlistic, plicnivek a jako fungicidni
prostiedek, ale nema anticestatodni a antitrematodni G¢inky. Jeho u¢inek je pomérné kratkodoby,
protoZe v organismu rychle metabolizuje na Shydroxythiabendazol (TBZOH) a ve formé&
konjugétu s kyselinou glukuronovou se vylucuje.

Po jeho zavedeni se pocet alternativnich benzimidazolt nabizejicich podobnou aktivitu
rozsifil o 5-substituované derivaty benzimidazolu. PfiSel na trh parbendazol (PAR), cambendazol
(CAM), mebendazol (MBZ) a oxibendazol (OXI). Nésledn¢ byly zavedeny benzimidazoly
vlastnici sulfidovou a sulfoxidové funkéni skupiny a nabizely §ir$i spektrum plisobeni a mnohem
lepsi t€innost. Prvnimi takovymi byly albendazol (ABZ), fenbendazol (FBZ) a oxfendazol
(OFZ). Mezi benzimidazoly s u¢inkem antinematodnim, anticestatodnim 1 antitrematodnim patfi
ABZ, FBZ, febantel. Flubendazol (FLU), OXI a MBZ jsou bez antitrematodniho G¢inku, ale
se zachovanym ucinkem anticestatodnim a antinematodnim. Benzimidazol triklabendazol (TCB)
byl pozdéji predstaven jako anthelminticky prostiedek k 1é¢bé vSech stadii motolic, ale je
neucinny proti hlisticim. Luxbendazol (LUX) je dalsi benzimidazol-sulfid pouZivany v 1écbé
zvitat ur€enych k produkci potravin, ale neni licencovan pro pouziti v EU. Nizké rozpustnost
benzimidazolovych sulfidii a sulfoxidl vede k jejich nizké absorpci ze stieva, coz dale vede k
nizké biologické dostupnosti. Netobimin (NETO) a febantel (FEB) jsou prolécivy. Tato proléciva
mayji vétsi rozpustnost ve vode. To vede k lepSimu vstiebavani a vyssi biologické dostupnosti.

V sav¢im organizmu se postupné uzavird benzimidazolovy kruh, a tak je FEB metabolizovan na
n¢kolik metabolit véetné FBZ a OFZ. Podobn¢ benomyl (BEN) and thiophanat-methyl (TM)

jsou prekurzory pro karbendazim (MBC) a nasly Siroké uplatnéni jako antifungicidni prostiedky.

[3]
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4.3.1. Mechanismus uc¢inku

Existuje mnozstvi mechanismu ucinki, které byly zjistény u 1éCiv typu benzimidazoli.
Bylo prokazano, ze blokuji vychytavani glukozy v larvalnich a dospélych stadiich Zivota parazit
tim, ze vyCerpavaji jejich zasobu glykogenu a snizuji tvorbu ATP. Mechanismus t¢inku
benzimidazoli spociva v ireverzibilni inhibici absorpce glukozy a tim narusuji jeji transport u
parazita. [6]
Utinek je také zalozen na schopnosti specifické vazby k mikrotubulérni proteinové podjednotce
tubulinu. Zménou tvaru tubulinu nedochazi k prodluzovani mikrotubulii polymeraci.
Mikrotubulinové struktury, které se nachazeji v celé buiice parazita, zprostfedkovavaji Zivotné
dilezité funkce, jako je bunééné déleni, pohyb a transport. Ubytek cytoplazmatickych
mikrotubuld vede k poskozeni bunééné membrany, coz se projevuje supresi traveni a absorbce
zivin s naslednou redukei glykogenu. Vysledkem je rozvrat energetického metabolismu a
nasledna pomala destrukce parazita. [6]

Pozdé&ji védci ukazali, Ze nékteré benzimidazoly inhibuji enzym fumaratreduktazu

parazita, ¢imz bylo zamezeno vzniku fumaratu z kyseliny jantarové. [3]

4.3.2. Diilezité fyzikalni a chemické vlastnosti

vvvvv

endoparazitickych onemocnéni u domacich zvifat. Tato skupina zahrnuje analoga thiabendazolu a
benzimidazolkarbamaty. Nahrazenim rtiznych postrannich fetézcl na zékladnim
benzimidazolovém jadie vytvaii jednotlivé z této rozsahlé skupiny 1é¢iv. Novéjsi
benzimidazolkarbamaty se vyznacuji origindlnimi substituenty na benzimidazolovém jadie a
nahrazuji thiazolovy péti¢lenny kruh methylkarbamatem.

Tyto zmény vedou ke vzniku nové generace benzimidazoll s mnohem niZzsi rychlosti vylu¢ovani,
vys$i u€innosti a Sirsi aktivitou spektra. VSechny benzimidazoly jsou nerozpustné, nebo slabé
rozpustné ve vod¢. Je znamo, Ze benzimidazoly obsahuji imidazolovy kruh, ktery ma kysely 1
zasadity atom dusiku. Za vhodnych podminek miiZze byt molekula protonizovéana (pKa ~ 5-6)

nebo deprotonizovéana (pKa ~ 12), proto maji amfotermni charakter. [3]
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4.3.3. Zpisob podani a toxicita

Benzimidazoly jsou povazovany za Sirokospektralni endoparazitika s nizkou toxicitou,
nizkym davkovanim a Sirokou G¢innosti proti stftevnim parazitim. Jejich chemicka povaha
umoznuje jejich pouziti v celé fadé 1ékovych forem. Hlavné se vyskytuji v tabletach, suspenzich,
pastach, peletach a prasku. Benzimidazoly Ize bezpecné kombinovat s jinymi anthelmintiky napf.
kombinovany preparat rafoxanidu a mebendazolu zajist'uje Sirokospektré ptisobeni
Benzimidazoly ptisobi proti dospélctim Skrkavek v tenkém stievée, dale maji efekt proti
dospélcim malych a velkych strongylidl a roupiim v tlustém stieve. Larvicidni uc¢inek na
migrujici larvy malych i velkych strongylidii nastupuje po opakovaném podéni vyssich davek.
[3,6,7]

Benzimidazoly se obvykle podavéji peroralné nebo intraruminalné v raznych typech
Iékovych forem. Biologicka dostupnost benzimidazol velmi zavisi na zptsobu aplikace a
ptislusném lécivu. Po podani intrarumindlnich davek je lepsi biologicka dostupnost 1é¢ivé latky
ve srovnani s peroralni aplikaci. Benzimidazoly jsou povazovany za bezpecné az do 20 az 30-
nasobku doporucené davky. Hlavni toxicky ucinek slou€enin benzimidazoll zahrnuje jejich
podeziele teratogenni t¢inek, ktery byl poprvé zaznamenan u parmendazolu (PAR). Vrozené
vady vyplyvajici z podani benzimidazolovych anthelmintik béhem téhotenstvi bahnic byly
pozorovany pii podani CAM, OFZ a ABZ, ale u FEB, FBZ, MBZ a OXI se nezda byt vyvinuty
teratogenni Uc¢inek pii podani oveim na pocatku téhotenstvi. Obecné plati, Ze pokud tyto 1€ky je

cvwr

doporucené davce. [3]
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4.3.4. Struktura latek Frady benzimidazoli

Tabulka 1: Nazvy a zkratky studovanych benzimidazolii

zkratka dodala firma chemicky nazev dle [UPAC nazev
2-AB Aldrich 2-(amino)- 1 H-benzimidazol 2-aminobenzimidazol
MBC Riedel- de Haén | methyl-N-(1H-benzimidazol-2-yl) karbamat karbendazim
FLU-R Jansen methyl-N-[(5-(4-fluorbenzoyl)-1 H-benzimidazol-2-yl] | redukovany
Pharmaceutica | karbamat flubendazol
TBZ-OH | Fluka 5-hydroxy-2-(1,3-thiazol-4-yl)-1H-benzimidazol redukovany
thiabendazol
TBZ Riedel- de Haén | 2-(1,3-thiazol-4-yl)-1H-benzimidazol thiabendazol
OXI Sigma methyl-N-[(5-(propoxy)-1H-benzimidazol-2-yl] oxibendazol
karbamat
MBZ-R | Jansen methyl-N-[(5-benzoyl)-1H-benzimidazol-2-yl] redukovany
Pharmaceutica | karbamat mebendazol
BEN Aldrich methyl-[(1-butylkarbamoyl)-benzimidazol-2-yl] benomyl
karbamat
FBZ Sigma methyl-N-[(5-(fenylsulfanyl)-1H-benzimidazol-2-yl] fenbendazol
karbamat
OFZ Toronto methyl-N-[(5-(fenylsulfinyl)-1H-benzimidazol-2-yl] oxfendazol
Research karbamat
Chemical
ABZ Sigma methyl-N-[(5-(propylsulfanyl)-1H-benzimidazol-2-yl] | albendazol
karbamat
ABZSO | Toronto methyl-N-[(5-(propylsulfinyl)-1H-benzimidazol-2-yl] albendazolsulfoxid
Research karbamat
Chemical
ABZSO2 | Toronto methyl-N-[(5-(propylsulfonyl)-1 H-benzimidazol-2-yl] | alebendazolsulfon
Research karbamat
Chemical
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Tabulka 2: Strukturni vzorce studovanych benzimidazolii

zkratka Strukturni vzorec
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4.4. Spektrofotometrie v UV-VIS oblasti

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zareni. Pfijem kvanta
elektromagnetického zatreni ptivede molekulu do vyssiho (tzv. excitovaného) energetického
stavu. Elektrony mohou nabyvat pouze urcitych diskrétnich hodnot energie. Pohlcenim fotonti
zéateni z UV-VIS oblasti spektra prechdzi molekula do excitovaného stavu. Jeji setrvani
v energeticky bohatSim stavu je kratké a molekula prechéazi zativymi i nezafivymi deexcitaCnimi
ptechody zpét do zakladniho stavu. Absorbované energie je rovna rozdilu energie stavu
excitovaného E2 a energie stavu zakladniho E1. Mezi energetickymi hladinami E2 a E1 obou

kvantovych stavil plati vztah podle Planckovy rovnice,

AE=E2-El=hv=hc/A (1)

kde c je rychlost svétla, v je frekvence zéfeni, A je vinova délka zareni a h je Planckova konstanta
6,63 x 10* Js. Pfi¢emz za normalnich podminek se molekula nachézi v zdkladnim elektronovém
stavu E1 a je ddna souctem zdkladni elektronové Ee, vibracni Ev a rotacni Er energie.

El =Ee + Ev+ Er (Ee >Ev > Er) (2)

Jak je vidét, vzdalenost téchto dvou energetickych hladin, mezi kterymi molekula prechézi, pfimo
urcuje vinovou délku elektromagnetického zareni, které molekula pohlcuje. Energeticky
nejnaro¢néjsi jsou prechody mezi elektronovymi energetickymi ptechody, které zapticinuji
absorpci ultrafialového (190 az 380 nm) a viditelného zateni (380 az 770 nm). Latky, které
absorbuji viditelné svétlo, jsou barevné. Absorpci zafeni 1ze méfit na piistrojich, které nazyvame
absorp¢ni spektrofotometry. UV-VIS spektroskopii pozorujeme, jak mnoho zatreni dané vlnové
délky, respektive kolik energie bylo pohlceno studovanym systémem. [1,2,5]

Jednou z moznosti kvantitativniho popisu absorpce zareni je veliCina transmitance T, coz
je pomé&r mezi tokem zafeni proslym kyvetou s métenym vzorkem @ a zafenim proslym
srovnavaci kyvetou s ¢istym rozpoustédlem @y. Transmitance se ¢asto uvadi v procentech
proslého zéteni. [1,2,5]

T=0/d, 3)
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Absorbance A se vyjadiuje jako zdporny dekadicky logaritmus transmitance.

A=-logT 4)

Pti studiu latek pomoci UV-VIS spektroskopie ziskavame elektronova absorp¢ni
spektra, ktera popisuji zavislost absorbance na vinové délce zareni. Vztah mezi absorbanci

méteného roztoku (A) a koncentraci absorbujici latky (c) vyjadiuje Lambertiiv-Beertiv zdkon,
A=cle &)

kde 1 je tloust’ka absorbujici vrstvy a € je molarni absorp¢ni koeficient. Tato zavislost absorbance
na koncentraci plati pro monochromatické (jednobarevné) zafeni pti nizkych koncentracich

(fadové do 102 mol.I™"). P¥i vyssich koncentracich miizeme pozorovat jisté odchylky od

Lambertova-Beerova zakona. [1]
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4.5. Absorpéni spektrofotometr

Podle konstrukce rozdélujeme spektrofotometry na jednopaprskové a dvoupaprskové.
U jednopaprskovych spektrofotometrii jeden svazek svétla prochazi nejdiive srovnavacim a pak
métenym vzorkem. U dvoupaprskovych spektrofotometrti jeden svazek svétla prochazi mérenym
vzorkem a druhy srovnavacim vzorkem (blankem). Spektrofotometr vyhodnocuje podil intenzity
signalu mérného svazku po priichodu vzorkem a intenzity signalu t€hoz svazku po prichodu
blankem. Vysledny podil je ptimo bran jako hodnota propustnosti vzorku. Absorp¢ni
spektrofotometr je tvoten ¢tyfmi zakladnimi ¢astmi. Sklada se ze zdroje zafeni, monochromatoru,

absorp¢niho prostiedi a detekéniho systému. [12]

Zdroj zéfeni
Zdrojem spojitého elektromagnetického zateni pro viditelnou oblast je wolframova lampa, pro
UV oblast deuteriova vybojka. Jinou moZznosti je pouZiti xenonové vybojky, kterd pokryva obé

oblasti.

Monochromator

Monochromator je tvofen vstupni a vystupni §térbinou, rozkladnym prvkem a zrcadlovou nebo
cockovou soustavou. Rozkladnym prvkem muiZe byt hranol nebo optickd miizka. V soucasnosti
se u kvalitnich spektrofotometr pouziva vyhradné opticka miizka. Natacenim rozkladného prvku

se postupné zobrazuji jednotlivé monochromatické obrazy vstupni $térbiny na Stérbinu vystupni.

Absorpéni prostiedi
Absorpéni prostiedi tvofi kyveta s mérnym a srovnavacim roztokem. Material kyvet se fidi
métenou oblasti spektra. Pro viditelnou oblast jsou okénka kyvety z optického skla. Pro méteni v

UV oblasti je nutné pouzit kyvety s okénky z kifemenného skla.

20



Detekéni systém
Detekéni systém je slozen z detektoru zateni a elektronického zatizeni na zpracovani jeho
odezvy. Detektor pievadi zativy tok na elektricky signdl. Pro detekci zafeni se pouzivaji
fotonasobice nebo diodové pole. U detektoru s diodovym polem je svétlo rozptylovano miizkou
na pole mnoha svétlocitlivych diod a vznika napéti, které je prevedeno na digitalni signal. Tyto
detektory umoznuji méfit soucasné celé spektrum, napt. v rozsahu 200 az 700 nm. Svazek
polychromatického zateni vychazejici ze zdroje dopada na vstupni Stérbinu monochromatoru. Po
rozkladu na optické miiZce nebo hranolu vychazi z vystupni Stérbiny svazek piiblizné
monochromatického zafeni, které je charakterizovéano intervalem vinovych délek, které projdou
vystupni $térbinou. Po prichodu absorpénim prostiedim dopadd monochromatické zatreni na
fotoelektricky prvek a vznikly fotoproud je veden na analogovy nebo digitalni vystup. [12]
Spektrofotometrii v ultrafialové a viditelné oblasti 1ze tedy pouzit v kvalitativni organické
analyze, kdy absorpce v této oblasti je dikazem konjugovaného systému dvojnych vazeb nebo
pritomnosti nékterych chromofornich skupin. Hlavni t€Zisté je ovSem v kvantitativni analyze, kdy
z naméfené absorbance miiZeme piimo zjistit rovnovaznou koncentraci urcité slozky. [10]
Spektrofotometr s reverzni optikou (Agilent 8453) se 1i8i od klasického spektrofotometru
uspotfadanim jednotlivych ¢asti. Svétlo ze zdroje prochazi nejdiive kyvetou se vzorkem a az v
dalsi kryté €asti je rozlozeno optickou miizkou a nasmérovano na diodové pole. I kdyzZ okolni
svétlo mlZe projit velmi tizkou $térbinou, kterou prochazi polychromatické svétlo, nemiize
ovlivnit dopad na detektor. Kyveta se vzorkem v tomto spektrofotometru nemusi byt uzaviena

krytem.
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4.6. Molekulova luminiscen¢ni spektra

Informaci o latce, ktera je schopna emitovat luminiscen¢ni zafeni, mizeme ziskat z jejich
excitacnich a emisnich spekter. Luminiscence je emise zaieni, které spontanné nastava pfi
pfechodu molekuly z excitovaného stavu do zdkladniho. Luminiscence se podle délky dosvitu
mezi absorpci a emisi zafeni déli na fluorescenci nebo fosforescenci. Ma-li dojit k luminiscenci,
musi molekula absorbovat foton vhodné vinové délky a ptejit tak do elektronové excitovaného
singletového stavu S;. Pii méfeni fluorescence je excitacni foton poskytovan excitacni casti
spektrofluorimetru, tedy zdrojem svétla a excitaénim monochromatorem.

V ptipadé, Ze je stav S; relativné stabilni, mohou excitované molekuly pfechazet z vyssich
vibrac¢nich hladin nezéatfivym prechodem na zakladni vibra¢ni hladinu excitovaného stavu S;.
Nasledné muize dojit k fotonové emisi v UV-VIS oblasti spektra, kdy se elektrony vraci do
raznych vibracnich podhladin stavu Sy. Emisni spektrum je spojeno s pfechodem molekuly ze
stavu S; na zdkladni hladinu Sy. Emitované zafeni je ve spektrofluorimetru zpracovano emisnim
monochromatorem. Emisni spektrum se pak zaznamenava pomoci detekéniho zatizeni jako
zavislost intenzity luminiscence na emisni vlnové délce pti konstantni excita¢ni vinové délce.
Nejintenzivngjs$i emise bude v ptipadé€, kdyzZ ji vyvolame excitaci vinovou délkou v oblasti
maxima excitacniho spektra. Jelikoz se energie excitovanych elektroni z¢4asti pfeméni vibracni
relaxaci, posouva se emisni spektrum k vy$§im vinovym délkam oproti excitatnim vlnovym
délkam. Ve vétsing€ ptipadd odpovidé tvar emisniho spektra zrcadlovému obrazu excitaéniho
spektra. Rozdil mezi maximem vinové délky excita¢niho a emisniho spektra se nazyva Stokesiv
posun. Fosforescencni emisni spektra jsou pozorovana pii piechodu z tripletového stavu T} do

stavu Sy a jsou posunuta k del§im vlnovym délkam z diivodu mensi energetické rozdilnosti hladin
SoaT.[1,2,4,5]
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4.7. Efekt molekulové struktury organickych latek na luminiscenci

Podminkou pro vznik fotoluminiscence je odpovidajici molekulova struktura latky, ktera
je schopna absorbovat zafeni v ultrafialové (UV) nebo ve viditelné (VIS) oblasti. Cim vice je
latka schopna toto zareni absorbovat, tim intenzivnéj§i mizeme pozorovat fotoluminiscenci.
Fotoluminiscenci organickych latek je mozné predpokladat u latek s plandrni, rigidni strukturou a
rozsahlym systémem konjugovanych dvojnych vazeb. Skupiny v molekule odpovédné za
absorpci a emisi se nazyvaji fluorofory. U nékterych latek se ukazuje i vyrazny vliv pH roztoku
na jejich fluorescenci. Totiz se zménou ndboje iontu pii disociaci dochazi ke zmeéné ve struktuie
molekuly a tim k vymizeni fluorescence. Zmény teploty ovliviuji viskozitu rozpoustédla a tim i
pocet srazek molekul fluoroforu s molekulami rozpoustédla. Relativné malé zmény hodnot pH
nékdy radikalné ovliviiuji intenzitu i spektralni charakteristiky fluorescence. Absorpci primarniho
zateni z UV-VIS oblasti dochazi k ptfechodu vazebnych ¢i nevazebnych elektront v molekule do
antivazebnych molekulovych orbitalti. Nejméné energeticky naro¢né a nejcastéjsi prechody
elektronti u latek schopnych fotoluminiscence jsou z vazebného orbitalu  nebo nevazebného
orbitalu n do antivazebného orbitalu n*. U molekul s dvojnymi a trojnymi vazbami nachazime
prechod m — 7*. Cim je vétsi podet konjugovanych dvojnych vazeb, tim je mensi energeticka
naroc¢nost prechodu mezi orbitaly a fotoluminiscenéni spektra se posouvaji k vyS§sim vinovym
délkam. Absorpéni maximum vinové délky dvojné vazby je asi 170 nm a konjugace péti
dvojnymi vazbami zapficini posun maxima vlnové délky k 340 nm. Elektronovy pfechod n — n*
muzeme pozorovat u molekuly, kterd méa dvojné vazby i1 atom nesouci volny elektronovy par.
Energie n — n* je mensi nez energie m — n* v téZe molekule na téze funkéni skuping. Jiné
elektronové prechody vyzaduji v&tsi mnoZstvi energie a fotoluminiscenci u nich prevazné
nepozorujeme. Jde o piechod ¢ — 6* pro jednoduché vazby diky orbitalim od jednoduchych
vazeb (oblast absorpce pii vinovych délkach mensi nez 200 nm) a prechod n — 6*, ktery se
objevuje u latek s jednoduchymi vazbami, které tedy maji orbitaly s nevazebnymi elektrony a
heteroatomy nesouci elektronovy par. Do oblasti absorpce pod 200 nm patii nékterd vhodna
rozpoustédla pro béZznou UV-VIS spektrometrii, jako je napiiklad methanol CH;OH (Amax = 184

nm). Molekuly 1é¢iv vykazuji rizna spektra v zavislosti na sloZitosti struktury. [1,2,4,5]
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4.8. Zakladni vztahy

Pomér emitované (Ecnit) a absorbované (E,s) energie v systému se oznacuje jako
energeticky vytézek fotoluminiscence (pe) a je métitkem pro hodnoceni intenzity

fotoluminiscence.
pe = Eemit/ Eabs = hVemit/ hVexcit (6)
DalSim parametrem pro hodnoceni intenzity fotoluminiscence je kvantovy vytézek oF,

ktery se rovna poméru poctu vyzafenych kvant (Nemit) k celkovému poctu kvant

absorbovanych soustavou (Njps).

(PF = Nemit/Nabs (7)

Energeticky vytézek je roven kvantovému vytézku, ktery je vyndsoben pomérem

absorbované (Ans) a emitované (Aemit) VInové délky. Energeticky vytézek roste s vinovou délkou

budiciho zatfeni, kvantovy vytézek do urcité miry hodnoty vinové délky budiciho zafeni na jeji

vlnové délce nezavisi.

oe = xabs/xemit X QF (8)

Pokud je splnén piedpoklad, Ze absorbuje 1 emituje jen jeden druh molekul, plati

pfimo imeérna zavislost fluorescencéniho zativého toku (®r) na absorbovaném zativém toku
(dabs),

q)F =k x q)abs (9)

absorbovany zativy tok je rozdil mezi tokem vstupujiciho absorbovaného zareni a tokem

vystupujicim.

(Dabs: (Dvstup - (Dvystup (10)
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Lambertv-Beeriv zdkon popisuje vtah mezi témito dvéma toky.

(I)vystup = (Dvstup X 10-C xe (l 1)

kde symbol ¢ znaci koncentraci aktivni latky, 1 znaci délku absorbujici vrstvy a € je molarni

absorpéni koeficient charakteristicky pro danou latku. Upravou predeslych vztahi ziskame

vztahy.
Op =k’ X Dygyp (1-10 *17%) (12)
Dp ~ k' X Dy X 2,3 x ¢ X 1 X g (13)

kde k” je konstanta zahrnujici vytézek fluorescence, kterd zavisi na experimentalnich

podminkach. [1]

4.9. Instrumentace a spektrofluorimetr a jeho schéma

Luminiscence molekul je pozorovana na spektrofluorimetrech. Spektrofluorimetry jsou
slozeny ze zakladnich prvki, jakymi jsou zdroj excitaéniho zareni, kyveta se vzorkem, detekéni
systém a pomocna optika pro vedeni zafivého toku. Pro vybér vinové délky jsou umistény ve
spektrofluorimetru pted i za vzorkem monochromatory, v ptipadé fluorimetra slouzi k vybéru
filtry. Monochromatory umoziuji spektrofluorimetru zaznamenavat cela luminiscen¢ni spektra.
Zdrojem excitacniho zafeni muze byt kontinualni vysokotlaka xenonova lampa. Jeho budici
primarni zafeni je polychromatické, po prichodu pies vstupni stérbinu dopada na monochromator
(mfizka, opticky hranol) nebo filtr, kde je rozlozeno na jednotlivé spektralni slozky a vystupni
Stérbinou prochdzi pouze zafeni o pozadované vinové délce. Pti zdznamu emisniho spektra se
meéni plynule vinova délka zateni, vychazejiciho z emisniho monochromatoru, ale na excita¢nim
monochromatoru se nastavi urcita konstantni vinova délka. Izolované excitacni zareni dopadne
na vzorek umistény v kyveté. Vzorek v kyveté emituje luminiscencni zareni, které se dale sleduje
pod thlem 90° vzhledem ke sméru paprsku budiciho zafeni. Emitované luminiscencni zafeni
prochazi ptes monochromator ¢i filtr, kde dojde k vybéru vhodné emisni vinové délky zafeni a

detekéni systém pievede zatfivou energii na energii elektrickou, ktera se nasledné vyhodnoti. [2,8]
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5)detektor
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Obr. 1: Spektrofluorimetr a jeho schéma
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Pouzité pristroje

SPEKTROFLUORIMETR AMINCO — Bowman, Series 2 (Thermo Scientific)

UV-VIS SPEKTROFOTOMETR HP 8453 s diodovym polem (Hewlett-Packard, resp. Agilent

Technologies)

pH-metr inoLab 720 s kombinovanou elektrodou Sentix 61 (WTW)

5.2. Pouzité chemikalie

hydroxid sodny p. a. - NaOH, (Penta)

acetonitril for gradient elution - CH3CN (Aldrich)
methanol for gradient elution - CH;0H (Aldrich)
hydrogenfosforecnan sodny p. a. - Na,HPO4 (Penta)
kyselina borita p. a. - H3BO; (Sigma)

deionizovand voda ¢i$ténd reverzni osmdzou

benzimidazoly — viz tabulka 1
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5.3. Postup a priprava 26 zasobnich roztokii

Tabulka 3: Navazky vzorkii studovanych benzimidazolii pro pripravu jejich zakladnich roztok

naredenych v ACN.

¢islo vzorku v ACN | zkratka navazka/g
1 BEN 0,0021
2 MBC 0,0022
3 2AB 0,0025
4 ABZ 0,0023
5 ABZSO 0,0018
6 TBZ 0,0020
7 FLU-R 0,0019
8 MBZ-R 0,0020
9 TBZOH 0,0014
10 OXI 0,0009
11 ABZSO2 0,0009
12 OFZ 0,0010
13 FBZ 0,0010

28




Tabulka 4: Navazky vzorkii studovanych benzimidazolu pro pripravu jejich zakladnich roztokii

naredenych v MET.

¢islo vzorku v MET | zkratka navazka/g
1 BEN 0,0018
2 MBC 0,0024
3 2AB 0,0020
4 ABZ 0,0018
5 ABZSO 0,0025
6 TBZ 0,0023
7 FLU-R 0,0019
8 MBZ-R 0,0021
9 TBZOH 0,0010
10 OXI 0,0009
11 ABZSO2 0,0009
12 OFZ 0,0010
13 FBZ 0,0010

V prvni ¢asti méfeni jsme navazili ptiblizné ptesné 0,002 g kazdého vzorku, rozpustili
v malém mnozstvi acetonitrilu (v druhém ptipad€¢ v methanolu) a doplnili jsme po rysku na 50
ml. Téchto 22 roztokili jsme zkoumali pomoci absorpéniho spektrofotometru v riznych
natfedénich. Dale jsme si pfipravili dva pufry viz kapitoly 5.4 a 5.5. Roztoky byly smichany
v pomérech 2,1 ml roztoku a 0,9 ml fosfatového nebo boratového pufru (7:3), 1,5 ml roztoku a
1,5 ml (1:1) a nakonec v poméru 0,9 ml roztoku a 2,1ml (3:7), abychom zjistili excitacni maxima
v rozmezi 190 — 400nm. Poté jsme stejné vzorky proméfili na spektrofluorimetru a ziskali emisni
spektra vSech latek pfi konstantni excitani vlnové délce.

V druhé Casti jsme pracovali jen se dvéma vzorky FBZ a OFZ v prostiedich acetonitrilu
nebo methanolu, které jsme natedili ve ctyfech pomérech s boratovym pufrem nebo

deionizovanou vodou. Roztoky byly smichany takto: 0,6 ml roztoku benzimidazolu a 2,4 ml
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pufru (pomér 1:4), 1,2 ml roztoku benzimidazolu a 1,8 ml pufru (pomér 2:3), 1,8 ml roztoku
benzimidazolu a 1,2 ml pufru (pomér 3:2), 2,4 ml roztoku benzimidazolu a 0,6 ml pufru (pomér
4:1). Takto smichané roztoky jsme piepipetovali do kyvet a nasledné proméfili na

spektrofluorimetru.

5.4.Priprava boratového pufru o pH 9,95

Ptipravili jsme jej navazenim 1,5687g H3BOs3, kterou jsme rozpustili pfiblizné v 950 ml
deionizované vody. Pomoci pfedem nakalibrovaného pH-metru jsme upravili pH roztokem
hydroxidu sodného o koncentraci 0,2 mol/l na hodnotu 9,95. Roztok jsme pfevedli odmérné

banky o objemu 1000ml a doplnili deionizovanou vodou po rysku.

5.5.Priprava fosfatového pufru o pH 7,00

Ptipravili jsme ho navazenim 5,37 g dodekahydratu Na,HPO,, ktery jsme rozpustili
priblizn¢ v 950 ml deionizované vody. Pomoci pfedem nakalibrovaného pH-metru jsme ptidanim
kyseliny fosfore¢né nastavili pH na 7,00. Roztok jsme pievedli do tisicimililitrové odmérné

barky a doplnili deionizovanou vodou po rysku.

5.6.Vlastni méreni absorp¢nich a fluorescenc¢nich spekter benzimidazoli

Absorp¢ni spektra vSech studovanych benzimidazold byla métena na UV-VIS
spektrofotometru s diodovym polem pii pokojové teploté v kyveté o priméru 1 cm.
Dale byla zmé&fena emisni spektra jednotlivych benzimidazold. Jako excita¢ni vlnové délky byla
pouzita absorpéni maxima. Méfeni fluorescencnich spekter provadéné na pfistroji
Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 probihalo za pokojové teploty v kifemenné kyveté o

prauméru 1 cm.
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6. Vysledky 1. ulohy:

V prvni Glloze byla naskenovana excitacni a emisni spektra 11 benzimidazoli ve

dvou prostiedich ACN a MET. Na obr. 2-12 jsou namétfend emisni spektra uvedena. Dale byly

roztoky benzimidazoli v ACN a MET nafedény v pomérech 3:7, 1:1 a 7:3 dvéma pufry o pH

7,00 a 9,95 a znovu naskenovéna excitacni a emisni spektra. V grafech byla porovnana emisni

spektra ABZSO2 ve smésich ACN (MET) s boratovym nebo fosfatovym pufrem (viz obr. 13,

14). Z naskenovanych excitacnich a emisnich spekter jsem odecetl hodnoty maxim, které jsem

zaznamenal do tabulek (viz tab. 5-26).

Tabulka 5: Excitacni a emisni vinové délky BEN ve smésich ACN s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 hex2 Aex3
vzorek ¢. 1 BEN rozpoustédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
BEN bez pufru ACN 100/0 207 287 281 308
BEN/boratovy pufr ACN 70/30 208 287 294 325
BEN/boratovy pufr ACN 50/50 207 287 262 315
BEN/boratovy pufr ACN 30/70 207 287 358 315
BEN/fosfatovy pufr ACN 70/30 207 286 281 308
BEN/fosfatovy pufr ACN 50/50 206 286 242 308
BEN/fosfatovy pufr ACN 30/70 203 286 241 308

Tabulka 6: Excitacni a emisni vinové délky BEN ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomér hex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 1 BEN rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
BEN bez pufru MET 100/0 207 287 282 309
BEN/boratovy pufr MET 70/30 206 286 280 311
BEN/boratovy pufr MET 50/50 207 286 239 313
BEN/boratovy pufr MET 30/70 200 286 280 315
BEN/fosfatovy pufr MET 70/30 206 286 280 309
BEN/fosfatovy pufr MET 50/50 207 286 280 308
BEN/fosfatovy pufr MET 30/70 205 286 280 309
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Obr. 2: Emisni spektrum vzorku BEN rozpusténého v MET a ACN (vinova délka excitace 287

nm).

Tabulka 7: Excitacni a emisni vinové délky MBC ve smesich ACN s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomeér hex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 2 MBC rozpousteédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
MBC bez pufru ACN 100/0 209 287 280 309
MBC/boratovy pufr ACN 70/30 204 287 360 315
MBC/boratovy pufr ACN 50/50 207 287 360 315
MBC/boratovy pufr ACN 30/70 207 287 360 317
MBC/fosfatovy pufr ACN 70/30 205 286 281 307
MBC/fosfatovy pufr ACN 50/50 207 286 281 308
MBC/fosfatovy pufr ACN 30/70 206 286 281 309
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Tabulka 8: Excitacni a emisni vinové délky MBC ve smésich MET s boratovym pufirem o pH 9,95

a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 2 MBC rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
MBC bez pufru MET 100/0 206 287 281 309
MBC/boratovy pufr MET 70/30 206 286 280 311
MBC/boratovy pufr MET 50/50 205 286 281 312
MBC/boratovy pufr MET 30/70 206 286 280 312
MBC/fosfatovy pufr MET 70/30 207 286 280 307
MBC/fosfatovy pufr MET 50/50 206 286 280 309
MBC/fosfatovy pufr MET 30/70 207 286 280 309
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Obr. 3: Emisni spektrum vzorku MBC rozpusteného v MET a ACN (vinova délka excitace 287
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Tabulka 9: Excitacni a emisni vinové délky 2AB ve smésich ACN s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 3 2AB rozpoustédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
2AB bez pufru ACN 100/0 209 243 282 318
2AB/boratovy pufr ACN 70/30 208 283 244 321
2AB/boratovy pufr ACN 50/50 208 242 283 321
2AB/boratovy pufr ACN 30/70 207 241 282 323
2AB/fosfatovy pufr ACN 70/30 282 245 489 319
2AB/fosfatovy pufr ACN 50/50 207 281 243 320
2AB/fosftatovy pufr ACN 30/70 205 281 358 319

Tabulka 10: Excitacni a emisni vinové délky 2AB ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 hex2 Aex3
vzorek ¢. 3 2AB rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
2AB bez pufru MET 100/0 209 248 284 318
2AB/boratovy pufr MET 70/30 208 282 242 322
2AB/boratovy pufr MET 50/50 207 282 241 323
2AB/boratovy pufr MET 30/70 207 282 240 325
2AB/fosftatovy pufr MET 70/30 207 282 242 320
2AB/fosfatovy pufr MET 50/50 207 281 241 322
2 AB/fosfatovy pufr MET 30/70 205 280 319
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Obr. 4: Emisni spektrum vzorku 2AB rozpusténého v MET a ACN (vinova délka excitace 243

nm).

Tabulka 11: Excitacni a emisni vinové délky ABZ ve smésich ACN s bordtovym pufrem o pH
9,95 a ve smésich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomeér hex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 4 ABZ rozpousteédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
ABZ bez pufru ACN 100/0 215 295 398 341
ABZ/boratovy pufr ACN 70/30 230 310 362 352
ABZ/boratovy pufr ACN 50/50 220 308 362 351
ABZ/boratovy pufr ACN 30/70 220 307 361 353
ABZ/fosfatovy pufr ACN 70/30 211 295 460 343
ABZ/fosfatovy pufr ACN 50/50 215 296 361 343
ABZ/fosfatovy pufr ACN 30/70 215 296 359 347
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Tabulka 12: Excitacni a emisni vinové délky ABZ ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek €. 4 ABZ rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
ABZ bez pufru MET 100/0 218 296 399 341
ABZ/boratovy pufr MET 70/30 218 296 363 345
ABZ/boratovy pufr MET 50/50 219 296 362 350
ABZ/boratovy pufr MET 30/70 217 296 362 349
ABZ/fosfatovy pufr MET 70/30 216 194 295 343
ABZ/fosfatovy pufr MET 50/50 217 295 363 346
ABZ/fosfatovy pufr MET 30/70 214 295 348
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Obr. 5: Emisni spektrum vzorku ABZ rozpustéeného v MET a ACN (vinova délka excitace 295

nm).
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Tabulka 13: Excitacni a emisni vinové délky ABZSO ve smésich ACN s boratovym pufirem o pH
9,95 a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 5 ABZSO rozpoustédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
ABZSO bez pufru ACN 100/0 222 294 256 318
ABZSO/boratovy pufr ACN 70/30 235 310 360 357
ABZSO/borétovy pufr ACN 50/50 234 308 360 357
ABZSO/borétovy pufr ACN 30/70 233 307 367 357
ABZSO/fosfatovy pufr ACN 70/30 222 294 413 323
ABZSO/fosfatovy pufr ACN 50/50 223 293 361 323
ABZSO/fosfatovy pufr ACN 30/70 223 293 358 325

Tabulka 14: Excitacni a emisni vinové délky ABZSO ve smésich MET s boratovym pufrem o pH

9,95 a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 hex2 Aex3
vzorek ¢. 5 ABZSO rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
ABZSO bez pufru MET 100/0 221 294 257 325
ABZSO/borétovy pufr MET 70/30 224 295 346
ABZSO/boratovy pufr MET 50/50 226 295 363 351
ABZSO/boratovy pufr MET 30/70 225 295 367 350
ABZSO/fosfatovy pufr MET 70/30 223 291 655 323
ABZSO/fosfatovy pufr MET 50/50 223 293 364 325
ABZSO/fosfatovy pufr MET 30/70 223 293 345 326
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Obr. 6: Emisni spektrum vzorku ABZSO rozpusteného v MET a ACN (vinova délka excitace 294

nm).

Tabulka 15: Excitacni a emisni vinové délky TBZ ve smesich ACN s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomér Aex1 Aex2 Aex3
vzorek €. 6 TBZ rozpoustédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
TBZ bez pufru ACN 100/0 207 299 312 352
TBZ/boratovy pufr ACN 70/30 206 299 243 356
TBZ/boratovy pufr ACN 50/50 204 299 243 355
TBZ/boratovy pufr ACN 30/70 204 299 235 355
TBZ/fosfatovy pufr ACN 70/30 205 299 235 353
TBZ/fosfatovy pufr ACN 50/50 205 299 243 355
TBZ/fosfatovy pufr ACN 30/70 203 299 235 355
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Tabulka 16: Excitacni a emisni vinové délky TBZ ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek €. 6 TBZ rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
TBZ bez pufru MET 100/0 206 299 311 342
TBZ/boratovy pufr MET 70/30 205 299 235 351
TBZ/boratovy pufr MET 50/50 205 299 235 355
TBZ/boratovy pufr MET 30/70 203 299 235 357
TBZ/fosfatovy pufr MET 70/30 204 291 243 346
TBZ/fosfatovy pufr MET 50/50 205 299 235 355
TBZ/fosfatovy pufr MET 30/70 204 299 235 355
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Obr. 7: Emisni spektrum vzorku TBZ rozpusténého v MET a ACN (vinova délka excitace 299

nm).
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Tabulka 17: Excitacni a emisni vinové délky FLU-R ve smésich ACN s boratovym pufrem o pH

9,95 a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 7 FLU-R rozpoustédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
FLU-R bez pufru ACN 100/0 247 292 286 316
FLU-R/boratovy pufr ACN 70/30 219 293 358 321
FLU-R/boratovy pufr ACN 50/50 218 292 320
FLU-R/boratovy pufr ACN 30/70 217 292 319
FLU-R/fosfatovy pufr ACN 70/30 211 292 431 313
FLU-R/fosfatovy pufr ACN 50/50 213 292 398 314
FLU-R/fosfatovy pufr ACN 30/70 211 291 358 313

Tabulka 18: Excitacni a emisni vinové délky FLU-R ve smésich MET s boratovym pufrem o pH

9,95 a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomér hex1 Aex2 Aex3
vzorek €. 7 FLU-R rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
FLU-R bez pufru MET 100/0 218 292 287 315
FLU-R/boratovy pufr MET 70/30 216 292 317
FLU-R/boratovy pufr MET 50/50 217 292 363 317
FLU-R/boratovy pufr MET 30/70 211 291 367 316
FLU-R/fosfatovy pufr MET 70/30 214 291 656 313
FLU-R/fosfatovy pufr MET 50/50 217 291 363 315
FLU-R/fosfatovy pufr MET 30/70 212 291 346 314
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Obr. 8: Emisni spektrum vzorku FLU-R rozpusteného v MET a ACN (vinova délka excitace 292

nm).

Tabulka 19: Excitacni a emisni vinové délky MBZ-R ve smésich ACN s boratovym pufrem o pH
9,95 a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

——ACN
—MET

pomér Aex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. § MBZ-R rozpoustédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
MBZ-R bez pufru ACN 100/0 213 292 286 317
MBZ-R/boratovy pufr ACN 70/30 194 218 293 321
MBZ-R/borétovy pufr ACN 50/50 213 292 321
MBZ-R/boratovy pufr ACN 30/70 214 292 360 319
MBZ-R/fosfatovy pufr ACN 70/30 212 292 488 313
MBZ-R/fosfatovy pufr ACN 50/50 213 292 315
MBZ-R/fosfatovy pufr ACN 30/70 212 291 324 315
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Tabulka 20: Excitacni a emisni vinové délky MBZ-R ve smésich MET s bordatovym pufrem o pH
9,95 a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomeér Aex1 Aex2 Aex3
vzorek €. § MBZ-R rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] | Aem [nm]
MBZ-R bez pufru MET 100/0 216 292 287 314
MBZ-R/borétovy pufr MET 70/30 213 292 316
MBZ-R/borétovy pufr MET 50/50 213 292 363 315
MBZ-R/borétovy pufr MET 30/70 212 291 358 315
MBZ-R/fosfatovy pufr MET 70/30 213 291 547 313
MBZ-R/fosfatovy pufr MET 50/50 214 291 393 314
MBZ-R/fosfatovy pufr MET 30/70 212 291 394 315
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Obr. 9: Emisni spektrum vzorku MBZ-R rozpustéeného v MET a ACN (vInova délka excitace 292

nm).
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Tabulka 21: Excitacni a emisni vinové délky TBZOH ve smésich ACN s boratovym pufrem o pH

9,95 a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 9 TBZOH rozpoustédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
TBZOH bez pufru ACN 100/0 249 317 398 391
TBZOH/boratovy pufr ACN 70/30 205 321 403
TBZOH/boratovy pufr ACN 50/50 206 322 403
TBZOH/boratovy pufr ACN 30/70 204 327 402
TBZOH/fostatovy pufr ACN 70/30 204 317 248 400
TBZOH/fostatovy pufr ACN 50/50 205 315 248 400
TBZOH/fostatovy pufr ACN 30/70 204 314 247 400

Tabulka 22: Excitacni a emisni vinové délky TBZOH ve smésich MET s boratovym pufrem o pH

9,95 a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomér hex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 9 TBZOH rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
TBZOH bez pufru MET 100/0 206 316 249 394
TBZOH/boratovy pufr MET 70/30 206 316 399
TBZOH/boratovy pufr MET 50/50 206 316 399
TBZOH/boratovy pufr MET 30/70 205 324 404
TBZOH/fostatovy pufr MET 70/30 205 315 248 395
TBZOH/fostatovy pufr MET 50/50 207 314 247 401
TBZOH/fostatovy pufr MET 30/70 204 313 246 401
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Obr. 10: Emisni spektrum vzorku TBZOH rozpusténého v MET a ACN (vinova délka excitace

317 nm).

Tabulka 23: Excitacni a emisni vinové délky OXI ve smesich ACN s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomeér hex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 10 OXI rozpousteédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
OXI bez pufru ACN 100/0 209 293 398 328
OXI/boratovy pufr ACN 70/30 204 300 332
OXI/boratovy pufr ACN 50/50 206 292 325
OXI/boratovy pufr ACN 30/70 207 293 398 332
OXI/fosfatovy pufr ACN 70/30 206 294 488 321
OXl/fostatovy pufr ACN 50/50 207 293 357 319
OXl/fostatovy pufr ACN 30/70 207 294 358 326
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Tabulka 24: Excitacni a emisni vinové délky OXI ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95

a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek €. 10 OXI rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
OXI bez pufru MET 100/0 203 294 399 325
OXI/boratovy pufr MET 70/30 207 293 324
OXI/boratovy pufr MET 50/50 206 292 364 322
OXI/boratovy pufr MET 30/70 206 294 328
OXl/fosfatovy pufr MET 70/30 207 295 655 319
OXI/fosfatovy pufr MET 50/50 208 294 363 327
OXI/fosfatovy pufr MET 30/70 206 292 358 323
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Obr. 11: Emisni spektrum vzorku OXI rozpustéeného v MET a ACN (vinova délka excitace 294

nm).
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Tabulka 25: Excitacni a emisni vinové délky ABZSO2 ve smésich ACN s boratovym pufrem o pH

9,95 a ve smesich ACN s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomer Aex1 Aex2 Aex3
vzorek ¢. 11 ABZSO2 |rozpoustédlo ACN/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
ABZS02 bez pufru ACN 100/0 209 292 258 317
ABZSO2/boratovy pufr ACN 70/30 198 207 308 353
ABZSO2/boratovy pufr ACN 50/50 196 208 306 358
ABZSO2/boratovy pufr ACN 30/70 195 208 305 352
ABZS02/fostatovy pufr ACN 70/30 204 287 320
ABZSO02/fostatovy pufr ACN 50/50 208 292 357 320
ABZSQO2/fostatovy pufr ACN 30/70 207 293 254 323

Tabulka 26. Excitacni a emisni vinové délky ABZSO2 ve smesich MET s boratovym pufrem o pH

9,95 a ve smesich MET s fosfatovym pufrem o pH 7,00.

pomér hex1 Aex2 Aex3
vzorek €. 11 ABZSO2 | rozpoustédlo MET/pufr [nm] [nm] [nm] Aem [nm]
ABZSO?2 bez pufru MET 100/0 292 286 260 319
ABZSO2/boratovy pufr MET 70/30 207 293 398 325
ABZSQO2/boratovy pufr MET 50/50 208 281 397 328
ABZS02/boratovy pufr MET 30/70 207 294 359 345
ABZSO02/fostatovy pufr MET 70/30 207 293 433 325
ABZSO2/fostatovy pufr MET 50/50 206 292 392 319
ABZS02/fostatovy pufr MET 30/70 207 292 358 322
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Obr. 12: Emisni spektrum vzorku ABZSO?2 rozpusténého v MET a ACN (vinova délka excitace

258 nm).
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Obr. 13: Emisni spektrum vzorku ABZSO?2 rozpusteného v MET s rostoucim pridavkem

boratového pufru o pH 9,95.
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Obr. 14: Emisni spektrum vzorku ABZSO2 rozpusteného v MET s rostoucim pridavkem
fosfatového pufru o pH 7,00.
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7. Vysledky 2. ulohy:

V druhé tloze jsme nalezli hodnoty emisnich maxim dalSich dvou benzimidazoli ve
dvou prostiedich ACN a MET pii nami zvolenych excitacnich vlnovych délkach 260 nm, 270
nm, 310 nm, 320 nm. Roztoky OFZ a FBZ jsme natedili v riznych pomérech deionizovanou
vodou nebo boratovym pufrem a studovali jejich fluorescenci. Zjistili jsme Ramantiv posun a
zaznamenali jej do tabulek 27-34. V téchto tabulkach jsme déle uvedli poméry natedéni, hodnoty
excitacnich vlnovych délek, hodnoty emisnich vinovych délek a rozpoustédlo, v kterém byl
benzimidazol rozpustén. V grafech (viz obr. 15-41) jsme vynesli zavislost intenzity fluorescence

na emisni vlnové délce.

Tabulka 27: Zjisténi Ramanova posunu OFZ ve smésich MET (ACN) s deionizovanou vodou.

roztok

OFZ/voda Aex [nm] Aem [nm] 1/hex-1/Aem [nm™'] | rozpoustddlo
20/80 260 285 0,00034 | ACN
20/80 270 297 0,00034 | ACN
20/80 287 318 0,00034 | ACN
20/80 310 347 0,00034 | ACN
20/80 320 359 0,00034 | ACN
20/80 260 312 0,00064 | MET
20/80 260 287 0,00036 | MET
20/80 270 313 0,00051 | MET
20/80 270 300 0,00037 | MET
20/80 295 315 0,00022 | MET
20/80 295 328 0,00034 | MET
20/80 310 347 0,00034 | MET
20/80 320 360 0,00035 | MET
40/60 260 285 0,00034 | ACN
40/60 270 298 0,00035 | ACN
40/60 298 331 0,00033 | ACN
40/60 310 346 0,00034 | ACN
40/60 320 359 0,00034 | ACN
40/60 260 287 0,00036 | MET
40/60 260 314 0,00066 | MET
40/60 295 327 0,00033 | MET
40/60 270 299 0,00036 | MET
40/60 270 313 0,00051 | MET
40/60 310 348 0,00035 | MET
40/60 310 358 0,00043 | MET
40/60 320 359 0,00034 | MET
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Obr. 15: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok OFZ/voda 20/80 (vinova délka excitace 260 nm).
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Obr. 16: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok OFZ/voda 20/80 (vinova délka excitace 270 nm).
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Obr. 17: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smesich MET s deionizovanou vodou v poméru naredent

methanolicky roztok OFZ/voda 40/60 (vinova délka excitace 260 nm).
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Obr. 18: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smesich MET s deionizovanou vodou v poméru naredent

methanolicky roztok OFZ/voda 40/60 (vinova délka excitace 270 nm).
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Tabulka 28: Zjisténi Ramanova posunu OFZ ve smésich MET (ACN) s deionizovanou vodou.

OFZ/voda Aex [nm] Aem [nm] 1/hex-1/Aem [nm™'] rozpoustédlo
60/40 270 297 0,00034 | ACN
60/40 296 328 0,00033 | ACN
60/40 310 345 0,00033 | ACN
60/40 260 285 0,00034 | MET
60/40 270 297 0,00034 | MET
60/40 295 329 0,00035| MET
60/40 310 345 0,00033 | MET
60/40 320 357 0,00032 | MET
80/20 260 284 0,00033 | ACN
80/20 260 310 0,00062 | ACN
80/20 270 296 0,00033 | ACN
80/20 270 310 0,00048 | ACN
80/20 296 324 0,00029 | ACN
80/20 310 342 0,00030 | ACN
80/20 320 355 0,00031 | ACN
80/20 260 285 0,00034 | MET
80/20 260 314 0,00066 | MET
80/20 296 325 0,00030 | MET
80/20 270 299 0,00036 | MET
80/20 270 314 0,00052 | MET
100/0 260 283 0,00031 | ACN
100/0 290 319 0,00031 | ACN
100/0 310 342 0,00030 | ACN
100/0 296 328 0,00033 | MET
100/0 260 284 0,00033 | MET
100/0 260 343 0,00093 | MET
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Obr. 19: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok OFZ/voda 80/20 (vinova délka excitace 260 nm).

intenzita fluorescence (a.u.)

290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

emisni vinova délka (nm)

Obr. 20: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich ACN s deionizovanou vodou v poméru

naredeni acetonitrilovy roztok OFZ/voda 80/20 (vinova délka excitace 260 nm).
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Obr. 21: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok OFZ/voda 100/0 (vinova délka excitace 260 nm).

U OFZ rozpus§téného v MET jsme nalezli fluorescenci pii emisni vinové délce 313 nm v
pomérech natedéni methanolicky roztok OFZ/voda 20/80 (viz obr. 15,16), methanolicky roztok
OFZ/voda 40/60 (viz obr. 17, 18) a 314 nm v poméru nafedéni methanolicky roztok OFZ/voda
80/20 (viz obr. 19). OFZ rozpustény v ACN vykazoval fluorescenci pti emisni vinové délce 310
nm jen v poméru naiedéni acetonitrilovy roztok OFZ/voda 80/20 (viz obr. 20). Nenafedény

methanolicky roztok OFZ vykazoval fluorescenci pti emisni vinové délce 343 nm (viz obr. 21).
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Tabulka 29: Zjisténi Ramanova posunu OFZ ve smésich MET (ACN) s boratovym pufrem o pH
9,95.

roztok

OFZ/pufr Aex [nm] Aem [nm] 1/hex-1/Aem [nm™'] | rozpoustddlo
20/80 260 285 0,00034 | ACN
20/80 270 297 0,00034 | ACN
20/80 297 318 0,00022 | ACN
20/80 310 347 0,00034 | ACN
20/80 320 359 0,00034 | ACN
20/80 295 328 0,00034 | MET
20/80 310 347 0,00034 | MET
20/80 320 359 0,00034 | MET
40/60 260 286 0,00035 | ACN
40/60 270 297 0,00034 | ACN
40/60 298 332 0,00034 | ACN
40/60 310 346 0,00034 | ACN
40/60 320 359 0,00034 | ACN
40/60 260 286 0,00035 [ MET
40/60 260 313 0,00065 | MET
40/60 270 299 0,00036 | MET
40/60 270 312 0,00050 | MET
40/60 295 327 0,00033 [ MET
40/60 295 313 0,00019 | MET
40/60 310 347 0,00034 | MET
40/60 320 358 0,00033 | MET
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Obr. 22: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich ACN s boratovym pufrem o pH 9,95 v poméru
naredeni acetonitrilovy roztok OFZ/pufr 20/80 (vinova délka excitace 297 nm).
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Obr. 23: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95 v pomeéru
naredeni methanolicky roztok OFZ/pufr 40/60 (vinova délka excitace 260 nm).
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Tabulka 30: Zjisténi Ramanova posunu OFZ ve smésich MET (ACN) s boratovym pufrem o pH
9,95.

roztok

OFZ/pufr Aex [nm] Aem [nm] 1/hex-1/Aem [nm™'] |rozpoustadlo
60/40 260 285 0,00034 | ACN
60/40 270 296 0,00033 | ACN
60/40 296 330 0,00035| ACN
60/40 310 345 0,00033 | ACN
60/40 320 357 0,00032 | ACN
60/40 260 285 0,00034 | MET
60/40 260 312 0,00064 | MET
60/40 270 298 0,00035 | MET
60/40 270 313 0,00051 | MET
60/40 295 327 0,00033 | MET
60/40 310 345 0,00033 | MET
60/40 320 357 0,00032 | MET
80/20 260 283 0,00031 | ACN
80/20 270 295 0,00031 | ACN
80/20 270 340 0,00076 | ACN
80/20 287 315 0,00031 | ACN
80/20 287 341 0,00055| ACN
80/20 320 345 0,00023 | ACN
80/20 320 354 0,00030 | ACN
80/20 260 284 0,00033 | MET
80/20 260 312 0,00064 | MET
80/20 270 299 0,00036 | MET
80/20 270 312 0,00050 | MET
80/20 296 326 0,00031 | MET
80/20 310 344 0,00032 | MET
80/20 320 355 0,00031 | MET
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Obr. 24: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95 v poméru
naredeni methanolicky roztok OFZ/pufr 60/40 (vinova délka excitace 260 nm).
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Obr. 25: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich ACN s bordatovym pufrem o pH 9,95 v poméru
naredeni acetonitrilovy roztok OFZ/pufr 80/20 (vinova délka excitace 270 nm).
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Obr. 26: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95 v poméru
naredeni methanolicky roztok OFZ/pufr 80/20 (vinova délka excitace 260 nm).
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Obr. 27: Emisni spektrum vzorku OFZ ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95 v pomeéru
naredeni methanolicky roztok OFZ/pufr 80/20 (vinova délka excitace 270 nm).
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U OFZ rozpusténého v MET jsme pfi riznych nafedénich boratovym pufrem nalezli
fluorescenci pii emisni vinové délce 313 nm (viz obr. 23) a 312 nm (viz obr. 24, 26, 27).
V prostiedi ACN jsme pozorovali fluorescenci pii emisni vinové délce 318 nm pii nafedéni
v pom¢éru acetonitrilovy roztok OFZ/pufr 20/80 (viz obr. 22) a 340 nm pii nafedéni v poméru

acetonitrilovy roztok OFZ/pufr 80/20 (viz obr. 25).

Tabulka 31: Zjisténi Ramanova posunu FBZ ve smésich MET (ACN) s deionizovanou vodou.

roztok

FBZ/voda Aex [nm] Aem [nm] 1/\ex-1/Aem [nm™'] rozpoustédlo
20/80 260 286 0,00035 | ACN
20/80 260 357 0,00105 | ACN
20/80 270 299 0,00036 | ACN
20/80 270 357 0,00090 | ACN
20/80 297 333 0,00036 | ACN
20/80 297 357 0,00057 | ACN
20/80 310 347 0,00034 | ACN
20/80 310 357 0,00042 | ACN
20/80 320 359 0,00034 | ACN
20/80 260 286 0,00035 | MET
20/80 260 357 0,00105 | MET
20/80 270 298 0,00035 | MET
20/80 270 358 0,00091 | MET
20/80 295 328 0,00034 | MET
20/80 295 358 0,00060 | MET
20/80 310 347 0,00034 | MET
20/80 320 359 0,00034 | MET
40/60 260 286 0,00035 | ACN
40/60 260 355 0,00103 | ACN
40/60 270 298 0,00035 | ACN
40/60 270 355 0,00089 | ACN
40/60 295 331 0,00037 | ACN
40/60 295 353 0,00056 | ACN
40/60 310 349 0,00036 | ACN
40/60 310 357 0,00042 | ACN
40/60 260 285 0,00034 | MET
40/60 260 354 0,00102 | MET
40/60 270 298 0,00035 | MET
40/60 270 355 0,00089 | MET
40/60 295 328 0,00034 | MET
40/60 295 354 0,00056 | MET
40/60 320 359 0,00034 | MET
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Obr. 28: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok FBZ/voda 20/80 (vinova délka excitace 295 nm).
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Obr. 29: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich ACN s deionizovanou vodou v poméru

naredeni acetonitrilovy roztok FBZ/voda 20/80 (vinova délka excitace 260 nm).
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Obr. 30: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich ACN s deionizovanou vodou v poméru

naredeni acetonitrilovy roztok FBZ/voda 40/60 (vinova délka excitace 270 nm).
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Obr. 31: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich ACN s deionizovanou vodou v poméru

naredeni acetonitrilovy roztok FBZ/voda 40/60 (vinova délka excitace 295 nm).
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Obr. 32: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok OFZ/voda 40/60 (vinova délka excitace 295 nm).
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Tabulka 32: Zjisténi Ramanova posunu OFZ ve smésich MET (ACN) s deionizovanou vodou.

roztok

FBZ/voda Aex [nm] Aem [nm] 1/\ex-1/Aem [nm™'] rozpoustédlo
60/40 260 284 0,00033 | ACN
60/40 260 355 0,00103 | ACN
60/40 270 298 0,00035 | ACN
60/40 270 355 0,00089 | ACN
60/40 296 331 0,00036 | ACN
60/40 296 355 0,00056 | ACN
60/40 310 355 0,00041 | ACN
60/40 270 354 0,00088 | MET
60/40 270 298 0,00035 | MET
60/40 295 327 0,00033 | MET
60/40 295 352 0,00055 | MET
60/40 310 347 0,00034 | MET
60/40 320 357 0,00032 | MET
80/20 270 297 0,00034 | ACN
80/20 270 356 0,00089 | ACN
80/20 295 324 0,00030 | ACN
80/20 310 353 0,00039 | ACN
80/20 296 351 0,00053 | MET
80/20 296 329 0,00034 | MET
80/20 260 285 0,00034 | MET
80/20 260 352 0,00101 | MET
80/20 270 298 0,00035 | MET
80/20 270 352 0,00086 | MET
80/20 310 346 0,00034 | MET
80/20 320 354 0,00030 | MET
100/0 260 284 0,00033 | ACN
100/0 260 351 0,00100 | ACN
100/0 270 295 0,00031 | ACN
100/0 270 352 0,00086 | ACN
100/0 310 346 0,00034 | ACN
100/0 310 384 0,00062 | ACN
100/0 260 342 0,00092 | MET
100/0 296 341 0,00045 | MET
100/0 310 343 0,00031 | MET
100/0 320 345 0,00023 | MET
100/0 320 353 0,00029 | MET

64



w

intenzita fluorescence (a.u.)
N

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

emisni vinova délka (nm)

Obr. 33: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich ACN s deionizovanou vodou v poméru

naredeni acetonitrilovy roztok FBZ/voda 60/40 (vinova délka excitace 270 nm).
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Obr. 34: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok FBZ/voda 60/40 (vinova délka excitace 295 nm).
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Obr. 35: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich ACN s deionizovanou vodou v poméru

naredeni acetonitrilovy roztok FBZ/voda 80/20 (vinova délka excitace 270 nm).
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Obr. 36: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok FBZ/voda 80/20 (vinova délka excitace 260 nm).
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Obr. 37: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich ACN s deionizovanou vodou v poméru

naredeni acetonitrilovy roztok FBZ/voda 100/0 (vinova délka excitace 260 nm).

S~ (5] o

intenzita fluorescence (a.u.)

w

300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
emisni vinova délka (nm)

Obr. 38: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich MET s deionizovanou vodou v poméru

naredeni methanolicky roztok FBZ/voda 100/0 (vinova délka excitace 295 nm).
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U FBZ ve smési MET s deionizovanou vodou v poméru nafedéni methanolicky roztok
FBZ/voda 20/80 jsme nalezli fluorescenci pti emisni vinové délce 358 nm (viz obr. 28) a
v poméru FBZ/voda 80/20 jsme zméfili fluorescenci pti emisni vinové délce 352 nm (viz obr.
36). U nafedéni v poméru methanolicky roztok FBZ/voda 40/60 a 60/40 jsme fluorescenci
pozorovali pii emisnich vinovych délkach 355 nm a 353 nm. Ve smési ACN s deionizovanou
vodou natfedéného v poméru acetonitrilovy roztok FBZ/voda 20/80 jsme pozorovali fluorescenci
pfi emisni vinové délce 357 nm (viz obr. 29) a 355 nm v ostatnich nafedénich (viz obr. 30, 31,
33, 35). Nenatedény roztok v MET vykazoval fluorescenci pii emisni vinové délce 341 nm (viz
obr. 38) a v druhém rozpoustédle ACN jsme objevili fluorescenci pfi emisni vinové délce 351 nm

(viz obr. 37).

Tabulka 33: Zjisténi Ramanova posunu FBZ ve smésich MET (ACN) s boratovym pufrem o pH
9,95.

roztok

FBZ/pufr Aex/nm [nm] |Aem/nm [nm] |1/Aex-1/Aem [nm™] rozpoustédlo
20/80 260 286 0,00035 | ACN
20/80 270 297 0,00034 | ACN
20/80 297 331 0,00035 | ACN
20/80 310 347 0,00034 | ACN
20/80 270 298 0,00035 | MET
20/80 295 328 0,00034 | MET
20/80 310 347 0,00034 | MET
20/80 320 359 0,00034 | MET
40/60 260 285 0,00034 | ACN
40/60 270 297 0,00034 | ACN
40/60 298 332 0,00034 | ACN
40/60 310 346 0,00034 | ACN
40/60 320 359 0,00034 | ACN
40/60 270 298 0,00035 [ MET
40/60 270 354 0,00088 | MET
40/60 295 328 0,00034 | MET
40/60 295 353 0,00056 | MET
40/60 310 348 0,00035 [ MET
40/60 320 359 0,00034 | MET
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Obr. 39: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich MET s bordatovym pufrem o pH 9,95 v poméru
naredeni methanolicky roztok FBZ/pufr 40/60 (vinova délka excitace 295 nm).
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Tabulka 34: Zjisténi Ramanova posunu FBZ ve smésich MET (ACN) s boratovym pufrem o pH
9,95.

roztok

FBZ/pufr Aex/nm [nm] |Aem/nm [nm] | 1/Aex-1/Aem [nm™'] rozpoustédlo
60/40 260 285 0,00034 | ACN
60/40 270 297 0,00034 | ACN
60/40 295 329 0,00035| ACN
60/40 310 345 0,00033 | ACN
60/40 320 357 0,00032 | ACN
60/40 260 285 0,00034 | MET
60/40 260 313 0,00065| MET
60/40 260 355 0,00103 | MET
60/40 270 299 0,00036 | MET
60/40 270 313 0,00051 | MET
60/40 270 353 0,00087 | MET
60/40 295 328 0,00034 | MET
60/40 295 355 0,00057 | MET
60/40 310 348 0,00035| MET
60/40 320 358 0,00033 | MET
80/20 260 284 0,00033 | ACN
80/20 270 295 0,00031 | ACN
80/20 295 326 0,00032 | ACN
80/20 310 343 0,00031 | ACN
80/20 320 355 0,00031 | ACN
80/20 260 313 0,00065 | MET
80/20 260 351 0,00100 | MET
80/20 270 299 0,00036 | MET
80/20 270 312 0,00050 | MET
80/20 270 353 0,00087 | MET
80/20 296 328 0,00033 | MET
80/20 296 354 0,00055 | MET
80/20 310 350 0,00037 | MET
80/20 320 357 0,00032 | MET
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Obr. 40: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich MET s bordatovym pufrem o pH 9,95 v poméru
naredeni methanolicky roztok FBZ/pufr 60/40 (vinova délka excitace 295 nm).
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Obr. 41: Emisni spektrum vzorku FBZ ve smésich MET s boratovym pufrem o pH 9,95 v poméru
naredeni methanolicky roztok FBZ/pufr 80/20 (vinova délka excitace 260 nm).
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U FBZ ve smési MET se zvySujicim se podilem boratového pufru v pomérech
methanolicky roztok FBZ/pufr 40/60, 60/40 a 80/20 jsme nalezli fluorescenci pii emisnich
vlnovych délkéach 353 nm (viz obr. 39), 355 nm (viz obr. 40) a 351nm (viz obr. 41). FBZ ve
smesi ACN s boratovym pufrem jsme fluorescenci nepozorovali. V tabulkéch €. 27-34 tu¢né
zvyraznéné hodnoty Ramanova posunu ukazuji hodnoty excita¢nich a emisnich vilnovych délek

fluorescence.
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8. Diskuze

V této praci byl zjistovan vliv nékterych rozpoustédel, ktera jsou bézné pouzivana jako
mobilni faze v kapalinové chromatografii, na fluorescenc¢ni spektra vybranych benzimidazoli.
smésich MET (ACN) a kyselé¢ho fosfatového pufru (pH = 3,00). Byla namétena excitacni a
emisni spektra roztokii jedenacti benzimidazola rozpusténych v ACN (MET) a ve smésich ACN
(MET) s boratovym pufrem, fosfatovym pufrem a vodou. U zbyvajicich dvou benzimidazoli
byla méfeni provedena v roztocich ACN (MET) a ve smésich ACN (MET) s vodou nebo
boratovym pufrem. Z namétenych spekter byla odectena excitacni a emisni maxima. Hodnoty
téchto maxim byly uspofadany do tabulek €. 5-34.

V prvni uloze bylo zjisténo, Ze u roztokll benzimidazolii byly naméfeny podobné hodnoty
emisnich vinovych délek, at’ byly rozpustény v ACN nebo MET (viz obr. 2, 3, 4,5, 8, 10). U
ACN (MET) roztokti benzimidazold byly naskenovany skoro totozné hodnoty excitacnich maxim
(viz. tab. 5-26). U ¢tyft latek ABZSO, TBZ, MBZ-R a OXI rozpusténych v ACN byl pozorovan
maly posun k vy$§im hodnotdm maxima vinové délky oproti roztoklim rozpusténym v MET (viz
obr. 6, 7, 9,11) au roztoki ABZSO2 tomu bylo naopak (viz obr. 12). Zde je tfeba mit na paméti,
ze pii skenovani spekter byl pouzivan krok 2 nm, proto jsou malé rozdily v maximech (do 2 nm)
nevyznamné. Celkové je pfiznivé, Ze zjisténé hodnoty emisnich maxim se prakticky shoduji
s témi, kterd zjistili LukeSova [15] a Kubicek [16]. Pfi porovnani hodnot emisnich maxim ve
smésich ACN (MET) a pufrli pozorujeme posun k vy$§im hodnotdm emisnich maxim v prostredi
boratového pufru oproti fosfatovému pufru (viz tab. 5-26). Posun je zpiisoben acidobazickymi
vlastnostmi benzimidazolové struktury. Pfi bazi¢téjsim pH 9,95 boratového pufru je dusik
deprotonizovan. Tim dojde k ionizaci benzimidazolového jadra a k naslednému bathochromnimu
posunu [17].

V prvni tloze u vSech 11 benzimidazolt rostla s pfidavkem pufru hodnota emisnich
maxim v porovnani s metanolickymi nebo acetonitrilovymi roztoky bez ptidavku pufru.

S postupnym nated’ovdnim pomoci boradtového nebo fosfatového pufru se neposouvala emisni
maxima s vyjimkou methanolického roztoku ABZSO2, u kterého se posunula emisni maxima
k vy$§im hodnotdm s pfidavkem boratového pufru o pH 9,95. Z obrazki €. 13, 14 je zfejmé, ze

s rostoucim ptidavkem boratového pufru k roztoku ABZSO2 se maximum emisni vinové délky
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posouva k vy$sim hodnotam. S rostoucim ptidavkem fosfatového pufru k roztoku ABZSO?2 se
emisni maximum vlnové délky neméni. Tento rozdil je dost patrny z fluorescencnich spekter i

z tabulek. To je zfejme zplisobeno interakci volnych elektronovych parti substituentu (sulfonové
skupiny) s aromatickym kruhem, coz zesiluje bathochromni posun excitacnich i emisnich maxim
[17].

Posun k vyssim hodnotam emisnich délek byl 1épe pozorovan u latek, které obsahovaly
v postrannim fetézci atom siry v poloze 5 bezimidazolového jadra a tedy byly substituovany
sulfanylovou, sulfinylovou a sulfonylovou skupinou. Tento bathochromni posun je dan konjugaci
dvojnych vazeb aromatického cyklu se sulfinylovou skupinou a samoziejmé, jak bylo zminéno
interakci volnych elektronovych para substituentt [13], [14].

Z vysledkt prvni tlohy vyplyva, ze pti fluorescenénich métenich v prostfedi smési ACN
(MET) a fostatového pufru o pH 7,00 nemé zména poméru obou komponent rozpoustédla zadny
vyrazny vliv na hodnoty vlnovych délek emisnich maxim. Neni proto tieba se obavat zmény
citlivosti fluorimetrického méteni nebo detekce u HPLC pfi zménach zminéného poméru slozek
rozpoustédla. Naopak pii méteni v prostiedi smeési ACN (MET) a boratového pufru o pH 9,95 je
tieba v takovém piipad¢ provést ovéfeni vinovych délek emisnich maxim.

V druhé tloze byl zjistovan Ramantv posun u OFZ a FBZ ve smésich ACN (MET) s vodou
nebo boratovym pufrem, a to v pomérech roztoki OFZ (FBZ)/pufr 20/80, 40/60, 60/40, 80/20.
Tato méteni si vyZadaly predchozi zkuSenosti s roztoky obou latek, kdy nebyly zejména u OFZ
nalezeny vhodné podminky pro fluorescenéni detekci u HPLC. Vhodné podminky byly urceny
odectenim pfevracenych hodnot excitacni a emisnich maxim a z téchto hodnot Ramanova posunu
jsme uréili, zda se jedné o fluorescenci. Vychylujici hodnoty od 0,0003 nm™ znamenaly moZnost
fluorescence jednotlivych benzimidazoli. Vhodné podminky fluorescen¢ni detekce lze odecist

z tabulek ¢. 27-34. Fluorescence se vyskytovala u methanolickych roztokt OFZ pti emisni vinové
délce 313nm s hodnotami Ramanova posunu okolo 0,0006 nm™ pii excitaéni vinové délce 260
nm a u methanolickych roztokti FBZ pti emisni vinové délce 355 nm s hodnotami Ramanova
posunu okolo 0,0009 nm™ pii excitaéni vinové délce 270 nm. Posun je zptisoben acidobazickymi
benzimidazolového jadra a k ndslednému bathochromnimu posunu. Sulfonova skupina u OFZ
ovliviluje bathochromni posun emisnich maxim. Tento posun emisnich maxim je dan interakci

volnych elektronovych para sulfinylové skupiny a aromatického cyklu. Z vysledkti druhé tlohy
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vyplyva, ze mensi vliv na emisni vlnové délky ma zména poméru obou komponent rozpoustédla

v roztocich, které obsahuji MET.
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9. Zavér

Pomoci UV-VIS a fluorescencéni spektroskopie bylo studovano tfinact benzimidazoli (2-
aminobenzimidazol, karbendazim, redukovany flubendazol, redukovany thiabendazol,
thiabendazol, oxibendazol, redukovany mebendazol, benomyl, fenbendazol, oxfendazol,
albendazol, albendazolsulfoxid, albendazolsulfon). Byla porovnana absorp¢ni a fluorescencni
spektra jednotlivych benzimidazola v riiznych prostfedich a nalezena excitacni a emisni maxima
v téchto prostredich, kteréd ptichazeji v ivahu jako mobilni faze v kapalinové chromatografii.

Vysledky dosazené v této praci mohou slouzit k porovnani emisnich spekter studovanych
benzimidazolii. Dale mohou byt povazovany za zéklad k sestaveni spektralnich knihoven a
ptehledu excitacnich a emisnich maxim, ze kterych by bylo mozné odhadnout vhodné detekéni

podminky v kapalinové chromatografii benzimidazoli.
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