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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové

Katedra Biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat Mgr. Petra Belatkova

Konzultant Ing. Vladimir Kulgek, CSc.

Nazev rigordzni prace Studium interakci fenol@esveré s kationickymi tenzidy

pomoci spektralnich metod |

Tato rigorézni prace se zabyva studiem interakcki noeganickym barvivem
fenolovou cerveni a tenzidy cetrimidem, benzethonium chlorideretylpyridinium
chloridem a carbethopendecinium chloridem s vynitiuorimetrie s polarizovanym
swtlem a u poslednich dvou jmenovanych tetzigxtrakini spektrofotometrie, UV-VIS
spektrofotometrie a spektrofluorimetrie.  Ziskané slegky ukazuji na tvorbu
premicelarnich agreggtkteré obsahuji barvivo i tenzid, wsledku vyznamnych interakci
zmirgnych latek v roztocich.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmaciiadec Kralové

Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate Mgr. Petra Belatkova

Consultant Ing. Vladimir Kubék, CSc.

Title of Thesis Study of interactions between mherd and cationic tensides with

using spectral methods |

This diploma thesis deals with study of interactiobetween organic dye
phenol red and tensides cetyltrimethylamoniumbr@nidbenzethoniumchloride,
cetylpyridiniumchloride and carbethopendeciniumbigenwith using fluorimetry with
polarized light. In addition, in the case of thetl&wo surfactants the interactions were
studied by using extraction photometry, UV-VIS dps#fotometry and classic
spectrofluorimetry. The obtained results show firatnicellar aggregates, containing both
the dye and the tenside species, are formed isttltted solutions due to the significant
mutual interaction of both species.
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1. UVOD A ZADANI PRACE



Gerontofarmacie je obor, ktery zkouma starnuti @divprganism. Podobg jako
v fack jinych obofi zaobird se gerontologicky vyzkum studiem makrogkgh jevi
(biomechanika) i jefr buné¢né a molekularni Urown Na posled& zminovanych Urovnich
se studuji zrny koncentraci nitrobwignych ionfi, zmény pH, polarity okoli, ,fluidity*
membran, membranového potencialu, nebéenpsu energie mezi molekulami.
Vyznamnym nastrojem na tomto poli je i fluorestr@rspektroskopie.

Tato rigordzni prace navazuje na mou diplomovolcip(al), ve které jsem se
zabyvala studiem interakci mezi organickym barvivéenolovou ¢erveni a tenzidy
cetridimem a benzethonium chloridem pomodi spektralnich metod: extréki
spektrofotometrie, UV-VIS spektrofotometrie a fluoetrie.

V této rigordzni praci byly stanoveny nésledujiibé:c

Provést studium interakci fenolovécervert stenzidy, ale tentokrét
s cetylpyridinium chloridem a carbethopendeciniunonidem pomoci stejnych metod
jako v diplomoveé préaci (21).

Pouzit metodu fluorimetrie s polarizovanyméteem k vyhodnoceni anizotropie
roztoki fenolove cerveré se vSemictyimi tenzidy. Zjistit, zda takto nalezené hodnoty
anizotropie souhlasi s vysledky jinych spektralniobhtod pi studiu interakci fenolove
cervert s tenzidy.

Studované roztoky slouZi v této préci jako modelsystémy pro budouci vyuziti
spektralnich metod, zejména fluoresaEn spektroskopie i vyzkumu systém
biologickych.
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2. TEORETICKA CAST
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2.1. ROZTOKY (1)

Roztoky mizeme ziskat misenim kapaliny s jednou nefimlika dalSimi latkami.
RozliSujeme pravé roztoky, koloidni roztoky a hrutiéperze. V této kapitole se budu
zabyvat pouze pravymi roztoky.

Obsahuje-li roztok dv slozky, jedna se o tzv. dvousloZzkovou (binarnssavu.
Jeji slozky se ozrtaji jako rozpou&tdlo a rozpudna latka. SloZzkaiftomna v binarnim
roztoku ve ¥tSim mnoZstvi je &Sinou povaZzovana za rozpotdib, slozka pitomna
v menSim mnoZstvi za rozp&sou latku. Jde-li o disperzi kapalné a tuhé laj&ykapalina
obvykle povazovana za rozpoédib a tuha latka za rozpégbu latku.

2.1.1. Typy roztoki

Podle skupenského stavu rozgungt latky a rozpoudtila rozliSujeme dedt typa
roztoki1, z nichZ jsou nejvyznansjsi:
= roztoky plynnych latek v kapalinach

= roztoky kapalnych latek v kapalinach
» roztoky tuhych latek v kapalinach

2.1.1.1. Roztoky plynnych latek v kapalinach

Rozpustnost plynu v kapatine dana koncentraci plynu rozptrtho v roztoku,
ktery je v rovnovaze &stym plynem nad roztokem. Je funkci teploty, tlakancentraci
dalSich sloZek v roztoku, ndklad pfitomnych soli nebo probihajicich chemickych reakci.

2.1.1.2. Roztoky kapalnych latek v kapalinach

Neomeze# misitelné kapaliny se misi ve vSech @oech a jsou to s&si
rozpoustdel stejné nebo podobné polarity (benzen — chlonofo
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Omeze® misitelné kapaliny vykazuji vzdjemnou misitelngsiuze v ukitém
rozmezi teplot a koncentraci (n-butanol — vodapdiay prakticky nemisitelnétistavaji
vzdy ve dvou od&8lenych fazich a jejich vzajemna rozpustnost jeé@rte mala (voda —
benzen).

2.1.1.3. Roztoky tuhych latek v kapalinach

Vv s

V téchto soustavach se setkavame svelkym rozsahemustomsti, od térf
nerozpustnych latek v daném rozpedfd az po latky velmi rozpustné, zadna tuha latka
vSak neni neomezé&mozpustna.

Obecré plati, Ze malo polarni tuhé latky se d@®lrozpousiji v malo polarnich
rozpoustdlech a latky polarni v rozpoustiech polarnich.

2.1.2. Vyjadiovani rozpustnosti

V chemickych tabulkach seétginou uvadi rozpustnost jako procentualni obsah
latky v jejim nasyceném roztoku véitém rozpoustdle i dané teplat.

V |ékopise se udava rozpustnostivé jako mnozstvi rozpoudtla v gramech
potrebné k rozpushi 1g latky.

Termodynamicky je rozpustnost latky chapana jakeckatrace jejiho nasyceného
roztoku v daném rozpoustie za danych podminek, zejména za dané teploty.

2.1.3. Klasifikace rozpousdel

annr

Rozpou&tdla, kterd mohouip interakci s rozpughou latkou uvatovat vodikovy
ion maji tzv. protogenni charakter (kyselina mra¥enRozpou&tdla, kterA& mohou
prijimat vodikové ionty jsou protofilni (aceton). Amfotni rozpoudtdla mohou byt jak
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akceptory, tak donory protén(voda, etanol). Rozpouslia aprotni nevstupuji do
uvedeného typu interakci (chloroform).

2.1.3.2 Klasifikace podle polarity

Pti hledani vhodného rozpowsta pro ugitou sloweninu vychazime z jeji polarity.
Polarni latky jsou rozpustné v polarnim rozpéd& nebo v semipolarnim rozpoédie,
malo polarni latky pak v nepolarnich kapalinach.

Polarni rozpougtlla velmi dolse rozpou&iji iontové slodeniny jako anorganické
a organické soli a dalSi polarni latky. Jednim zpousStdel, ktera pat mezi polarni
sloweniny je voda. Vyznamnou vlastnosti polarnich ra&talel je jejich schopnost tvib
vodikové niistky s molekulami rozpu&té latky, proto se ve védrelmi dolie rozpou&sji
alkoholy, aldehydy, ketony, aminy a jiné kyslikatéusikaté slaieniny.

Semipolarni rozpoudtla jsou schopna polarizovat nepolarni geniny
a umoauji tak misitelnost polarnich a malo polarnich Kepa\apiklad aceton zvysuje
rozpustnost etheru ve véd

Nepolarni rozpoustlla jsou aprotni, net¥d vodikové nfistky s neelektrolyty.
lontové a polarni latky jsou v nich nerozpustnémpn velmi malo rozpustné, mohou ale
rozpousét latky nepolarni, jako mastné kyseliny, tuky, elapod.

Kvantitativie  vyjadiuje miru polarity rozpoud8tlla hodnota jeji relativni
permitivity. Cim je tato hodnotadisi, tim je rozpoustllo polarrjsi.

2.1.3.3. Klasifikace podle afinity k vod

Tato klasifikace di latky na hydrofilni a hydrofobni.

Hydrofilni rozpoustdla se vyznéuji velkou afinitou k vod a polarnim latkam
a jsou nemisitelna s tuky a oleji. Nejvyznassim hydrofilnim rozpougtlem je voda.

Hydrofobni rozpougtla jsou nemisitelna s vodou a polarnimi rozpslgt maji
ale afinitu k nepolarnim latkamriRladem hydrofobnich rozpous$tel jsou pirodni nebo
syntetické oleje.
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2.2. TENZIDY — POVRCHOVE AKTIVNI LATKY (2)

Tenzidy (povrchow aktivni latky) jsou latky, které maji vystiigvanou schopnost
snizovat povrchové n&p kapalin, zejména vody a vodnych rozipksniZzovat
mezipovrchové napi mezi polarni a nepolarni kapalinou a zvySova&smi tuhych latek
kapalinami. Tyto vlastnosti jsou determinovany chdou a fyzikalni strukturou jejich
molekul, které maji asymetricky bipolarni charakseryraznym dipélovym momentem.
Castice tenzitl obsahuji vzdy d¥ ¢asti — lipofilni a hydrofilni. Latky s touto strukiou
molekuly se nazyvaji amfipatické nebo také amfifiln

Lipofilni je nepolarni¢ast nebocasti molekuly tenzidu, odpuzujici vodu a v jeji
piitomnosti se snazici vytiib takovou prostorovou konfiguraci s ostatnimi Fipdmi
slozkami ve vodném systému, aby jejich vzdjemnantaice umoznila tvorbu lipofilnich
kontakti prostednictvim nevazbovych interakci. Z této oblasterakci jsou molekuly
vody vytlatovany. Lipofilni slozku molekuly tvid zpravidla uhlovodikové zbytky
alifatickych fetézci alkani a alkeri nebo zbytky aromatickych sléenin (alkylbenzeny,
alkylfenoly, alkylnaftaleny). DalSi moznosti je pwolerovany propylenglykol nebo
silikonovéretzce.

Naproti tomu hydrofilni jsou polarntasti molekuly tenzidu, které maji afinitu
k vodk a ve vodném proidi jsou viizné mie hydratovany. To znamend, Ze se kolem
nich vytvai solvat&ni obal z molekul vody vazanych diky vodikovymistkim mezi
hydrofilni ¢asti molekuly tenzidu a molekulami vody. Mira hyde polarnicasti
molekuly tenzidu je imo umernd jeji polarig. JelikoZz nejbznejSim rozpoustdlem
i slozkou emulzi je voda, je rstji charakterizovano chovani tenzidu v jeho vodném
roztoku. Hydrofilni¢asti molekuly tenzidu mohou ve vodném roztoku dseat, a tehdy
je hydrofilni ¢asti molekuly tenzidu kationt, resp. aniont, nekockovaji jako amfolyt
a jejich naboj je zavisly na pH prostli. Jako polarni skupinu schopnou disociace
nalézame v tenzidech gaptji -COOH, -O-SQH, -SQH, -NH, a kvarterni dusik. Pokud
polarni skupina disociaci nepodléha, jedna se omegenni tenzid. fikladem takovych
skupin jsou nap —O-, -COO-, -SENH-, -CONH-, -OH, dalgetzce polyetylenglykolové,
polyglycerolové, polyglukézové, glukdza, sachardglgcerol, glykol, kyselina citronova
a dalsi.
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2.2.1. Vlastnosti tenzidk

Spole&nou vlastnosti tenzid je schopnost hromadit se na rozhrani fazi, kde
vytvareji palisadovit uspdadany monomolekularni film neboli monovrstvu. U# mizkeé
koncentraci mini energetické po#ny na fazovém rozhrani a to se projevuje héavn
snizenim povrchového n&p Po dosazeni tité koncentrace tzv. kritické micelarni
koncentrace (cmc) je polarni vrstva tenzidem ¢témasycena a molekuly nebo ionty
tenzidu spontartnagreguji do #tSich utvaii ozna&ovanych jako micely. Ty se skladaji
Z agregat s velikosti typickou pro koloidni stav. Neasocingamolekuly nebo ionty jsou
adsorbovany na fazovém rozhrani. Micely $émp ne@astni tvorby monomolekularni
vrstvy na fazovém rozhrani, ale ¥stedku dynamické rovnovahy mezi koncentraci micel
a neasociovanych molekul tenzidu oviliyi povrchové nagti na rozhrani fazi. V zavislosti
na koncentraci tenzidu se vyted rizné typy micel. B koncentracich tenzidu, kteréils
negevysuji jeho cmc, jsou micely nejprveildizné kulovité (sférické) a pawstavaji
z rekolika desitek amfifilnich molekul nebo idnttenzidu. B vySSich koncentracich
tenzidu se kulovité micely spojuji na jeStetSi tyinkovité az vlaknité micely. Tyto
soustavy jsou vratné, nebejich Zednim az na nizsi koncentraci, nez jéspuSna cmc,
vznikne ogt pravy molekularni roztok. V oblasti cmc se pruduéni fada fyzikalnich
vlastnosti soustavy, jako vodivost, povrchoveédaiiamsmoticky tlak, hustota a dalSi, diky
tomu, Ze v mikron¥itku se homogenni soustava&rmna heterogenni.

2.2.2. Rozdleni tenzidi

Podle schopnosti tendidlisociovat ve vod se rozlisuji tenzidy:
ionogenni (iontove)
neionogenni (neiontové)

Skupina ionogennich se déleni na tenzidy:
anionaktivni (aniontove)
kationaktivni (kationtové)
amfolytické (amfoterni)
Aniontové tenzidy jsou latky, které se ve vodnérmspedi disociuji na povrch@v
aktivni, negativi nabity, aniont a zpravidla menSi kationt.

V kationtovém tenzidu ma povrchdwaktivni ¢ast pozitivni naboj, proti ni stoji
maly aniont.
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Amfoterni tenzidy obsahuji aniontoveé i kationtowskcni skupiny. Jejich naboj
zavisi ve vodném pragdi na koncentraci vodikovych idgntj. na pH. B vysokém pH se
chovaji jako aniontové,ip nizkych hodnotach pH jako kationtové. K¢ oblasti pH
v blizkosti neutrélni oblasti existuji jako amfigrtgkZze se ndboj vyrovnava. Vykazufi p
tom malou rozpustnost ve v@cha stupnici pH se hovioo isoelektrické oblasti.

Neiontové tenzidy ve vadhedisociuji.

2.2.3. Hydrofilné-lipofilni rovnovaha tenzida

Hydrofilné-lipofilni rovnovaha tenzidu se klasifikuje bezrosmmym cislem HLB
(Hydrophylic-Lipophylic Balance). Je to p@mmezi intenzitou manifestace hydrofilnich a
lipofilnich vlastnosti jednotlivycitasti molekuly tenzidu.#®Phodnot HLB do 9 gevlada
charakter lipofilni, 9 az 11 jsou hodnotyestni, kdy mé& tenzid vcelku vyrovnané lipofilni
a hydrofilni vlastnosti a HLB nad hodnotu 11 znafe#e vlastnosti tenzidu dwji
prevazre hydrofilni slozky.

Pro stanoveni nebo vypet HLB tenzidi existuje gkolik metod. Rvodre secislo
HLB stanovovalo réfenim rozdlovaciho koeficientu tenzidu mezi vodou a olejovou
(lipoidni) fazi. Meteni roza@lovaciho koeficientu je obtizné a neumoje objektivni
porovnani neiontovych a iontovych tenkidv sowasnosti se nejvice pouZzivaji hodnoty
HLB pocitané dohodnutym (konvénim) zpisobem sumace tabulkovych hydrofilnich
a lipofilnich pispevki jednotlivych chemickych skupin  molekuly #{ppsvkovou
metodou).

2.3. METODY MERENI

2.3.1. Extrakeéni spektrofotometrie

Extrakiné-spektrofotometrickd stanoveni se vyuzivaji zejméranalyze I8iv,
povrcho¥ aktivnich latek a ) stanoveni bilkovin. Stanoveni organickych kationt
(anionth) jsou zaloZzena na tvaofhejich asociél s anionty (kationty) vhodnzvolenych
kyselych (bazickych) barviv ve vodném piesli. Z této vodné faze sé& pptimalnim pH
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vytiepou do vhodné organické faze nemisitelné s fadhao, nap do chloroformu,
benzenu, dichlormethanu apod. Za vhodnych podmpiejde do organické faze jen
mnoZstvi barevného protiiontu gmé stanovované latce, proto Ize fotometricky sténo
koncentraci této latky.

Pri extralkené-spektrofotometrickych gfenich se vlastni extrakcéie realizovala
v délicich nalevkach a zahrnovala obvykle jedno- azné&sobné vyepani, ustati vrstev
podporované velmtasto centrifugaci, aby doSlo #dné separaci vrstev, d&epeseni
organické faze do #&nnych kyvet, ¢asto za pouziti filtrace, tedkadu Ukori relativrs
c¢aso¥ naranych a pracnych. Proto se Gaspaispol. (4) snazili pouzit jednoduchého
a rychlého postupu, ktery by umm¥al provadt velky paet stanoveni s@asré za
stejnych podminek. Misto Wlicich nalevkach provadi cely pracovni postup
jednorazo¥ ve zkumavkach. Po ptepani na laboratornfepaice ponechali deset minut
ustat vrstvy ve svislé poloze a poté zkumavku &r@b vrstvami zasunuli do nastavce
spektrofotometru Spekol.fiPdodrzovani utitych parametr (chemické slozZeni, iontova
sila a pH pufru, vhodnost pouZitého barviva, kotrgae jeho vodného roztokdistota
chloroformu a teplota, déale vhodny wha myti zkumavek, jejich uzavirani a parametry
trepani) ziskali vysledky s dobrou reprodukovateinosteré vyhovovaly poZadaikn
jejich orient&nich pokus, pri nichZ studovali zakladni vztahy mezi strukturolyzkalne-
chemickymi vlastnostmi stanovovanych organickyctziba vhodnost trznych tym
organickych barviv. Navic se ukazalo, zegnostdchto vysledk predi vysledky ziskané
béznou metodikou v dicich nalevkach.

Ackoli je tento popisovany postup experimentaimnohem jednodusSi a n&én
pracny, @inasi dobré vysledky vSude tam, kde se exw&fotometrickych stanoveni
pouziva ruting, nagiklad (5). Postup vSak selhava, je-li analytem garmni tenzid.

2.3.2. UV=VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie p&t mezi optické metody a je zaloZena na absorpci
elektromagnetického #éni @ prachodu hmotou (vzorkem v kywdt Céast intenzity
prochazejicino stelného paprsku se absorbujgést prochazi kyvetou adifi se jeho
intenzita. Podminkou, aby sledovana latka absotbovaltrafialové nebo viditelné oblasti
z&eni, je pitomnost vazebnycht - elektrori ve vazebnych molekulovych orbitalech
a neparovych elektragnv nevazebnych molekulovych orbitalech. UVierd sice mze
absorbovat i alifaticky uhlovodik, ale bude tt plnovych délkach pod 190 nm, v tzv.
vakuove oblasti, ktera je pr@ina néeni experimentathnedostupna.
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Prochazi-li setelny paprsek prostdim, které je schopno absorbovat, je intenzita
paprsku vstupujiciho vySSi nez intenzita paprskigigho timto progedim. Tento jev byl
v roce 1729 poprvé formulovan P. Bouguerem a gogkte jednou objeven Lambertem.

Lze jej vyjadit rovnici:

kde:

lo — intenzita vstupujiciho paprsku

| — intenzita paprsku po fchodu absorbujicim prasdim
d — tlou¥ka vrstvy absorbujiciho prasdi

b — absorpni (napierovsky) koeficient

Prevedenim vztahu na dekadické logaritmy dostaneme:
logl/lp=logT=-a.d

kde:
T — transmitance (propustnost)
a — absorgni koeficient (dekadicky)

V roce 1852 ukazal Beer, Ze u mnoha ro#éteniklych rozpudtnim latek, jez
absorbuji s#tlo, je koeficient a imo umérny koncentraci ¢ rozpulté latky. Spojenim
Lambertova vztahu a Beerovych pozrigjk popsan zakladni vztah pro spektrofotometricé
metody chemické analyzy, Lambert-B&erzakon platny pro monochromatick&su:

A=¢.c.d=-log T =logdl

kde:

A — absorbance

¢ — molarni koncentrace rozp&sé latky
d — tlou§'ka absorbujici vrstvy

& — molarni absokmi koeficient

Zavislost transmitance nebo absorbance na vinoleé dé&eni nazyvame absanpi

spektrum. Absorgni spektrum je tviieno absorgnimi pasy. Vinové délky maxim a minim
v absorgnim spektru, jeho tvar a velikosti absémfch koeficient jsou zavislé na
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strukture latky. Souvislost struktury latky s tvarem absafpo spektra se vyznamn
uplatiuje @i identifikaci latek.

Vlivem chemickych zrmén, nag. zavedenim dalSi charakteristické skupiny do
molekuly nebo zrénou pouzitého rozpougtla nastava posun absongho maxima:

Posun se zgmou vinové délky absoépiho maxima mze byt:

bathochromni posun — posun&em k vysSi vinové délce maxima

hypsochromni posun — posufi gniZzovani vinové délky maxima

Podle zmdny intenzity absogniho maxima (tj. zrny molarniho absotmiho
koeficientu) rozliSujeme:

hyperchromni posun — provazen zvySenim intenzityima absorpniho pasu

hypochromni posun — provazen poklesem absorbance

2.3.3. Spektrofluorimetrie

Nekteré latky maji  schopnost za cilych podminek vysilat (emitovat)
luminiscergni z&eni. Fotoluminiscemi z&eni pgitom vysilaji molekuly excitované
ultrafialovym nebo viditelnym zénim i névratu do nizSiho energetického stavii. P
fotoluminiscenci latka nejive absorbuje elektromagnetickéiendi (primarni zéeni),
molekuly se dostavaji do excitovaného stavii, gfechodu do stabilijSich nizSich
energetickych stavuvoliuji energii ve formd emise zéeni (sekundarni ¥éni). Emitované
z&eni ma mensi energii pivanou na foton nez primérni (budici)fedi a tedy delSi
vinovou délku.

Fotoluminiscence sest na:

= fluorescenci
= fosforescenci
= zpozdnou fluorescenci

Nastane-li emise #éni z excitovaného singletniho elektronového sjadmim ¢i
vice spontdnnimi energetickymigzhody jedné se o fluorescenci. U fluorescence &dch
k emisi s¢tla s dobou dosvitu 10az 10°s.

Dochazi-li k emisi z&ni z tripletniho excitovaného elektronového stgedna se
o fosforescenci. Fosforescence je charakterizowlmgklou dobou dosvitu THaz 10° s.
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Zpozdna fluorescence je #gy piechod z téhoz singletniho stavu (S1) jako p
fluorescenci, ale sdelSi dobou dohasinani dakasem, po ktery je molekula
v metastabilnim tripletovém stavu.

Na Obr. 1.1 je zjednoduSené schémdivyéh a nezéivych prechodi mezi
elektronow vibratnimi stavy molekuly a tvar absamich a emisnich spektek ¢ vinova
délka). Po absorpci stelného kvanta budiciho i&ni (modré Sipky) fechazi elektrony ze
singletniho stavu o excitovanych singletnich sta®,, S, atd. a tripletnich stavT,, To,
atd. Molekula obvykle fejde z rovnovazné vibkai hladiny stavu & do rekteré
z vibratnich hladin excitovanych stav K deexcitaci molekuly dochazi &uzé&ivymi
prechody (luminiscence; zelené &rvené Sipky) nebo nef@ymi prechody (vnitni
konverze, mezisystémova konverze, viimiaelaxacegerné tékované Sipky). Doba trvani
T jednotlivych proces je pro absorpciadow 10%° s, pro fluorescenci cca 0s, pro
fosforescenci je mnohem del$i nez®19 (obvykle milisekundy aZ sekundy), pro vibma
relaxaci 10-10" s, pro vnitni konverzi 1¢-10"? s, pro mezisystémovou konverzi40
10%s.

Obr. 1.1 Schéma #aych a nez#éivych prechodi mezi elektrono¥ vibratnimi

stavy slozité molekuly (forma Jablonského diagramu)
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2.3.3.1. Zakladni charakteristiky fluorescence

Hlavni charakteristiky fluorescence jsou:

* intenzita — poet fotoni prochazejicich v daném gm jednotkovou plochou
za jednotkwtasu

= spektraini sloZzeni — spektralni hustota fotonovébku na jednotkovy
interval vinovych délek nebo frekvenci

= polarizace — si&r kmitani elektrického vektoru elektromagnetick@yl

» doba dohasinani — je dana ynitdobou Zivota excitovaného stavu,éhoz
dochéazi k emisi

= koherentni vlastnosti — vztahy mezi fazemitsinych vin

Fluorescenci charakterizuji élgpektra: emisni a excitai.

Emisni spektrum udava zavislost intenzity fluoresee na vinové délce (nebo
energii, vin@tu ¢i frekvenci) sekundarniho #ni @i konstantni vinové délce budiciho
zaeni.

Excitaéni spektrum vyjatlje zavislost emisniho signalu tj. intenzity fluscence
na vinové délce (nebo energii, vifto ¢i frekvenci) @ konstantni vinové délce
emitovaného zéni.

Efekt vnitniho filtru je chyba vznikajici i méfeni intenzity fluorescence
v dasledku skuténosti, Ze vrstvy vzorku vzdal&si od roviny dopadu budicihoizhi na
povrchovymi vrstvami. Tato chyba se projevuje jesilngji absorbujicich roztok ale i
piesném nireni kvantovych vyizka je nutno ji vzdy uvazovat a korigovat.

Z organickych sloéenin fluoreskuji aromatické sldeniny s volnymirt - elektrony,
zejména takoveé, které mohou ftotautomerii, isomerii, maji konjugovany systém,
kondenzované heterocykly (antrachinon).

Vyhodou fluorimetrie je vysoka selektivnost a etlst. Selektivnost vyplyva ze
skute&nosti, Ze pouze omezenydmb latek vykazuje fluorescenci a Ze vedle vinovikydé
emise je v ufitétm rozmezi volitelna i vlastni vinova délka estitiho zd&eni. Proces
fluorescence je cyklicky. Pokud neni fluorofor reavié znicen v excitovaném stavu (jev
fotovykelovani), potom tentyz fluorofor fize byt opakovah excitovan a emitovat
fluorescerini z&eni. To je zaklad vysoké citlivosti fluores¢aich technik.
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2.3.3.2. Fluorescence s polarizovanym&lem

Je-li roztok fluorofod (tj. latek vykazujicich fluorescenci) excitovamdarr
polarizovanym zé&nim, potom budou excitovany pouze ty molekulyré&imaji nenulovy
pramét svého absokmiho gechodového momentu do &m polarizace (fotoselekce). Je-li
pramérnd rot&ni relax&ni doba mnohem delSi neZ doba dohasinani fluoresc@otom
také vysledna fluorescence bude polarizovana. Butkepak pimérné rot&ni relaxani
doba mnohem kratSi nez doba dohasinani fluorescpotom anizotropie systému klesne
jese pred emisi na limitni hodnotu (v izotropnim systémmalé viskozi az na nulu).
Pokud jsou doba dohasinani fluorescence a rychioskularni reorientace srovnatelné,
potom bude polarizace fluorescence modulovana mt@ekm pohybem a analyzasové
zavislosti emisni anizotropie bude poskytovat infaci o anizotropii systému, ¥mz se
fluorofor nachazi. Mieni polarizace fluorescence poskytuje informace aekularni
orientaci a pohyblivosti a procesech, které je ngidunag. fluidita membrén, interakce
ligand-receptor, proteolyza, interakce protein-DalAktivita proteinkinaz.

Polarizovana fluorescence roztoke obvykle nii ve snéru kolmém ke srru
budiciho paprsku, ktery je polarizovan ve svisléndrs. Je pitom nutno provaét korekci
na vliv emisniho monochromatoru spektrofluorimetra polarizaci jim prochazejiciho
z&eni.

Anizotropie fluorescence seduje ze vztahu:

- (Io _GDQO)
(|0+2[GD90)

kde b a ko jsou slozky swtelné intenzity rovnodzné nebo kolmé ke siru
polarizace budiciho #éni a G je koredni faktor, ktery lze zw¥it pti excitatnim z&eni
polarizovaném vodorownjako pongr:

Pro intenzitu fluorescenceéippbecném uhlw, o ktery je otéen analyzator, plati:

|, =(cog a)i, +(sin? @)l
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Bude-li analyzator ot&en o ,magicky” Ghel 54,74 potom je:

1 2 1
s 5'90=§(|0+2|90)

Obr. 1.2 Usptadani pi méreni polarizované fluorescence

|" 4 anizotropie
fluorescence v

| membranéch

1
A
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anizotropie fluorescence:

v I — I >

i74 i1 L
SelEriEiy r= * % nasycenych mastnych kys.
|“ + 2 I.L * % cholesterolu v membran é

 koncentrace protein U
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. POUZITE CHEMIKALIE

Pti svych pokusech jsem pouZivala nasledujici chelisika
- Benzethoniumchlorid (viz vzorec 1) — SIGMA,
- Cetrimid — cetyltrimethylamoniumbromid (viz vzoréc2) — MERCK (for cosmetics)
- Cetylpyridiniumchlorid (viz vzore¢. 3) - SIGMA
- Carbethopendeciniumchlorid (viz vzor&d) - Slovakofarma Hlohovec
- Fenolov&servai (viz vzorecé. 5) — Lachema n.p. Brno, pouzita zkratka F
- Hydroxid sodny — Lachema n.p. Brno, zavod Neramvic
- Chloroform — Lachema n.p. Brno, 0.z. Neratovice
- Kyselina boritd — Lachema a.s. Neratovice
- Kyselina fosforéna — Lachema n.p. Brno, 0.z. Neratovice
- Kyselina octova — Lachema a.s. Neratovice
- Deionizovana vodaijpravena reverzni osmozou

Vzorec¢. 1: Benzethoniumchlorid (M= 448,1)

H3C
CH
\ +/ 3
N

o
ST N N
CHj,
CHj,
H3C Cl
e CHj,

Vzorec¢. 2: Cetrimid (M = 364,46)

26



Vzorecé. 3. Cetylpyridiniumchlorid (M = 340,0)

H;C

Vzorecé. 4. Carbethopendeciniumbromid (M 422,49)

O—C2H5

/
T
|

__(H2C)1

3

Br

Vzorecé.5: Fenolovaierval (M, = 354,44)

OH

SO5H
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3.2. POUZITE PRISTROJE

Béhem své prace jsem pouzivala tyitsproje:
- Digitalni analytické vahy — Sartorius
- Mechanicka laboratornfepaka LT-2 — Kavalier Sdzava
- pH metr PerpHect 350 — ORION
- Spektrofotometr SPEKOL — Carl Zeiss, Jena
- Spektrofotometr HP 8453 — Hewlet-Packard (AgileatfAnologies)
- Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 — Thernp@@&ronic

3.3. SEZNAM POUZITYCH ROZTOK U

Pri svych nefenich jsem pouZzivala nasledujici roztoky:
" Z&kladni vodné roztoky fenolowérver o koncentracich 1.170mol.I* a 1.10* mol.I™.
" Vodné roztoky tenzill (cetrimid, benzethonium chlorid, cetylpyridiniunmhlarid
a carbethopendecinium bromid) o koncentracich3r6l.I"* a 1.10* mol.I™.
- Univerzalni pufr podle H.T.S. Brittona a R.A. Rokama (9) o pH 2,09 — 11,98.
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3.4. PRACOVNI POSTUP

3.4.1. Cetylpyridinium chlorid

3.4.1.1. Sledovani vlivu pH pufru a dobyitepani na absorbanci v extrakni
spektrofotometri

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu cetytpgium chloridu, 3 ml
Britton-Robinsonova pufru o p@bném pH, 5 ml chloroformu a 1 ml fenolovérverg
o koncentraci 4.6 mol.I*. Tento roztok jsem fipravila smisenim 0,4 ml zasobniho
roztoku K o koncentraci 1® mol.I* a 0,6 ml vody. Do slepych vzarlsem napipetovala
misto tenzidu 1 ml vody. Po deseti minutatépéni naiepace jsem nirila absorgni
maximum u jednoho vybraného vzorku proti slepénmarkaz.

Dale jsem nifila absorbanci vSech vzarlproti slepym vzorikm pri 400 a 420 nm
po deseti, dvaceti diteti minutachitepani.

3.4.1.2. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH =6

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu cetytpgium chloridu, 3 ml
Britton-Robinsonova pufru o pH = 6, 5 ml chlorofarm 1 ml fenolovéerverg o potebné
koncentraci. Tim jsem vytvida fadu vzorki o stoupajici koncentraci fenolovérverg (viz
tabulkac.1). Riprava slepych vzoikse liSila tim, Ze jsem napipetovala misto tendidual
vody. Po dvaceti minutackepani jsem @fila absorbancii» 400 a 420 nm.

Tabulkaé¢.1: Fiprava vzork o stoupajici koncentraci fenolovérverg

Koncentrace FC [mol.I"] [1.10"| 2.10% | 4.10" | 6.10" | 8.10" |1.10°
Objem FC [ml] 01| 0.2 0,4 0,6 0,8 1
Objem vody [ml] 0,9 0,8 0,6 0,4 0,2 0
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3.4.1.3. UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie spouzitim pufru o pH = 6

Vzorky jsem pipravila v kadinkach odpipetovanim 0,8 ml tenzidikancentraci
1.10* mol.I', potebného mnoZstvi zasobniho roztoku fenol@evers o prislusné
koncentraci, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru o pH a doplgnim do 4 ml vodou (viz
tabulkac¢.2). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut. sMisorgni spektra jsem
métila proti slepym vzorikm, které pedstavovaly roztoky fenolovéervert o dané
koncentraci, 1,6 ml pufru o pH = 6 a dojghé vodou do 4 ml (viz tabulka 3).

Tabulka¢.2: Fiprava vzork pii koncentraci cetylpyridinium chloridu 2.F6nol .1

&vz. [comoll | Vee[ml] | ca[moll™] | Ve[ml] | VpIml] | Vy [mI]
1 10 0,8 2.10° 0,8 1,6 0,8
2 107 1,6 4.10° 0,8 1,6 0
3 107 0,24 6.10° 0,8 1,6 1,36
4 107 0,32 8.10° 0,8 1,6 1,28
5 107 0,4 10™ 0,8 1,6 1,2
6 107 0,8 2.10" 0,8 1,6 0,8
7 107 1,2 3.10" 0,8 1,6 0,4

V tabulcec.2 je g koncentrace zasobniho roztoku fenol¢eévert, Ve je objem
zasobniho roztoku fenolowterveré a ¢ je koncentrace fenolové&erveré ve vzorku, V
objem zasobniho roztoku tenzidy, &jem pufru a V objem vody.

Tabulka¢. 3: Fiprava slepych vzortk

& sl.vz| ci[moll7] | Vee[ml] | co[moll™] |V, [mi] Vy [ml]
1 0 0 0 1,6 2,4
2 10* 0,8 2.10° 1,6 1,6
3 10™ 1,6 4.10° 1,6 0,8
4 107 0,24 6.10° 1,6 2,16
5 107 0,32 8.10° 1,6 2,08
6 107 0,4 10 1,6 2,0
7 107 0,8 2.10° 1,6 1,6

V tabulcec¢.3 je g koncentrace zasobniho roztoku fenol¢eévert, Ve je objem
zasobniho roztoku fenolowervere, ¢, je koncentrace fenolowierverg ve slepém vzorku,
V), objem pufru a V objem vody.
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3.4.1.4. UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie u Fady se stoupajici
koncentraci tenzidu a pufrem pH =6

Vzorky jsem pipravila v kadinkach odpipetovanim petbného mnozstvi tenzidu
o pifsludné koncentraci, 0,8 ml zasobniho roztoku fevétervers o koncentraci 2.10
mol.I*, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru 0 pH = 6 a daplim do 4ml vodou (viz
tabulka¢.4). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut. sMtsorgni spektra jsem
méfila proti slepému vzorku, kteryedstavoval roztok 0,8 ml tenzidu o koncentraci 2.10
mol.I",
1,6 ml pufru o pH = 6 a dopiné vodou do 4 ml (viz tabulkab).

Tabulka¢.4: Fiprava vzork pii koncentraci fenolovéerverg 2.10° mol.I*

& vz. | cg[moll™ [ Ve[ml] [ca[moll™ | Vee[ml] | Vp[mll | Vy [mI]
1 10* 0,8 2.10° 0,8 1,6 0,8
2 10* 1,6 4.10° 0,8 1,6 0
3 10° 0,24 6.10 0,8 1,6 1,36
4 10° 0,32 8.10° 0,8 1,6 1,28
5 10° 0,4 10" 0,8 1,6 1,2
6 10° 0,8 2.10 0,8 1,6 0,8
7 10° 1,2 3.10° 0,8 1,6 0,4

V tabulcec¢.4 je ¢ koncentrace zasobniho roztoku tenzidujeé/objem zasobniho
roztoku tenzidu, £ je koncentrace tenzidu ve vzorkugVobjem zasobniho roztoku
fenolovécervere, V, objem pufru a V objem vody.

Tabulkag.5: Fiprava slepého vzorkuigkoncentraci fenolovéerverg 2.10° mol.I*
& sl.vz.| ca [molI"] | Ve [mI] [ ca[moll™] [ Vee [mI] | Vp[m] | Vy [mI]
1 10" 0,8 2.10° 0 1,6 1,6

V tabulce¢.5 je ¢ koncentrace zasobniho roztoku tenzidujevobjem zasobniho
roztoku tenzidu, £je koncentrace tenzidu ve slepém vzorkg; ®bjem zasobniho roztoku
fenolovécervere, V, objem pufru a VV objem vody.
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3.4.1.5. Fluorimetrie s polarizovanym sétlem s pouzitim pufru o pH =6

Vzorky jsem pipravila dle stejného postupu jako v kapitole 3.3.1 podrobny
rozpis viz tabulka.2), promichala a nechala 10 minut st&fpRva slepych vzotkbyla
také stejnd jako u UV-VIS spektrofotometrie a finwgtrie (viz tabulkac.3). Vzorky
i slepé vzorky jsem gfila na spektrofluorimetru s pouzitinkchto fiznych filtra: filtr
0°/0°, filtr 0%9CP, filtr 0°/54,7, filtr 90°/0°, filtr 90%90°, kde hodnoty stujii udavaji thel
otoceni analyzatoru ke siru polarizace budiciho #ni.

3.4.1.6. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH = 11

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu (cetythbgium chloridu), 3 ml
Britton-Robinsonova pufru o pH = 11, 5 ml chlorofar a 1 ml fenolovéterverd
0 potebné koncentraci. Tim jsem vyiia fadu vzork o stoupajici koncentraci fenolové
cervert (viz tabulkac.1). Riprava slepych vzotkse liSila tim, Ze jsem napipetovala misto
tenzidu 1 ml vody. Po dvaceti minutaé¢bgani jsem rfila absorbanci i 400 a 420 nm.

3.4.1.7. UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie spouzitim pufru o pH = 11

Vzorky jsem pipravila v kadinkach odpipetovanim 0,8 ml tenzidikancentraci
1.10* mol.I', potebného mnoZstvi zasobniho roztoku fenol@evers o prislugné
koncentraci, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru o pH1 a doplanim do 4 ml vodou (viz
tabulkac.2). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut. sAiisorgni spektra jsem
metila proti slepym vzorikm, které pedstavovaly roztoky fenolovéervert o dané
koncentraci, 1,6 ml pufru o pH = 11 a dapig vodou do 4 ml (viz tabulka3).
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3.4.1.8. UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie u Fady se stoupajici
koncentraci tenzidu a pufrem pH =11

Vzorky jsem pipravila v kadinkach odpipetovanim petbného mnozstvi tenzidu
o pifsludné koncentraci, 0,8 ml zasobniho roztoku fevétervers o koncentraci 2.10
mol.I'*, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru o pH = 11 a depim do 4ml vodou (viz
tabulka¢.4). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut. sMtsorgni spektra jsem
méfila proti slepému vzorku, kteryedstavoval roztok 0,8 ml tenzidu o koncentraci 2.10
mol.I'*, 1,6 ml pufru o pH = 11 a dopiné vodou do 4 ml (viz tabulkab).

3.4.1.9. Fluorimetrie s polarizovanym sétlem s pouzitim pufru o pH =11

Vzorky jsem pipravila dle stejného postupu jako v kapitole 3.A4.1(podrobny
rozpis viz tabulka.2), promichala a nechala 10 minut st&fpRva slepych vzortkbyla
také stejnd jako u UV-VIS spektrofotometrie a fiooetrie (viz tabulkac.3). Vzorky
i slepé vzorky jsem gfila na spektrofluorimetru s pouzitinkchto fiznych filtra: filtr
0°/0°, filtr 0°/90°, filtr 0°/54,7, filtr 90%0Q°, filtr 90%9(F.

3.4.2. Carbethopendecinium bromid

3.4.2.1. Sledovani vlivu pH pufru a dobyitepani na absorbanci v extrakni
spektrofotometrii

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu carb@thdecinium bromidu,
3 ml Britton-Robinsonova pufru o gebném pH, 5 ml chloroformu a 1 ml fenolové
cervert o koncentraci 4.10 mol.I'. Tento roztok jsem fipravila smisenim 0,4 ml
zasobniho roztoku@ o koncentraci 16 mol.I* a 0,6 ml vody. Do slepych vzarksem
napipetovala misto tenzidu 1 ml vody. Po desetiutdich tepani narepace jsem niiila
absorgni maximum u jednoho vybraného vzorku proti slepéaarku.
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Dale jsem niiila absorbanci vSech vzarlproti slepym vzorim pri 400 a 420 nm
po deseti, dvaceti diteti minutachitepani.

3.4.2.2. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH =6

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu carb@thdecinium bromidu,
3 ml Britton-Robinsonova pufru o pH = 6, 5 ml cldiormu a 1 ml fenolov&erverg
0 potebné koncentraci. Tim jsem vytila fadu vzork o stoupajici koncentraci fenolové
cervert (viz tabulkac.1). Riprava slepych vzotkse liSila tim, Ze jsem napipetovala misto
tenzidu 1 ml vody. Po dvaceti minutaébgani jsem @fila absorbanci i 400 a 420 nm.

3.4.2.3. UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie spouzitim pufru o pH = 6

Vzorky jsem pipravila v kadinkach odpipetovanim 0,8 ml tenzidlkancentraci
1.10* mol.I', potebného mnoZstvi zasobniho roztoku fenol@evers o prislusné
koncentraci, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru o pH a doplgnim do 4 ml vodou (viz
tabulkac¢.2). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut. sMisorgni spektra jsem
metila proti slepym vzorikm, které pedstavovaly roztoky fenolovéervert o dané
koncentraci, 1,6 ml pufru o pH = 6 a dojghé vodou do 4 ml (viz tabulka 3).

3.4.2.4. UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie u Fady se stoupajici
koncentraci tenzidu a pufrem pH =6

Vzorky jsem pipravila v kadinkach odpipetovanim petbného mnozstvi tenzidu
o pifslugné koncentraci, 0,8 ml zasobniho roztoku fardtervers o koncentraci 2.19
mol.I'*, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru 0 pH = 6 a daplim do 4ml vodou (viz
tabulkac.4). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut. sAiisorgni spektra jsem
méfila proti slepému vzorku, kteryedstavoval roztok 0,8 ml tenzidu o koncentraci 2.10
mol.I'%,
1,6 ml pufru o pH = 6 a dopiné vodou do 4 ml (viz tabulkab).
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3.4.2.5. Fluorimetrie s polarizovanym sétlem s pouzitim pufru o pH =6

Vzorky jsem pipravila dle stejného postupu jako v kapitole 3.3.2podrobny
rozpis viz tabulka.2), promichala a nechala 10 minut st&fpRva slepych vzortkbyla
také stejnd jako u UV-VIS spektrofotometrie a finwgtrie (viz tabulkac.3). Vzorky
i slepé vzorky jsem #tila na spetrofluorimetru s pouzitirschto iznych filtri: filtr 0%0°,
filtr 0%/90, filtr 0%/54,7, filtr 90°/0°, filtr 90°/90".

3.4.3. Cetrimid

Pracovni postup &tieni interakci fenolovéervere s tenzidem cetrimidem pomoci
extrakeni spektrofotometrie, UV-VIS spektrofotometrie adtimetrie jsem jiz popsala ve

své diplomové praci (21).

3.4.3.1. Fluorimetrie s polarizovanym sétlem s pouzitim pufru o pH =8

Vzorky jsem pipravila dle stejného postupu jako v kapitole 3.3.2podrobny
rozpis viz tabulka.2), promichala a nechala 10 minut st&fpRva slepych vzotkbyla
také stejnd jako u UV-VIS spektrofotometrie a fiooetrie (viz tabulkac.3). Vzorky
i slepé vzorky jsem gfila na spektrofluorimetru s pouzitinkchto fiznych filtra: filtr
0°/0°, filtr 0°/90°, filtr 0°/54,7, filtr 90%0Q°, filtr 90%9(F.

3.4.4. Benzethonium chlorid

Pracovni postup #iieni interakci fenolovéterverg s tenzidem benzethonium
chloridem pomoci extraki spektrofotometrie, UV-VIS spektrofotometrie adtimetrie
jsem jiz popsala ve své diplomové praci (21).
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3.4.4.1. Fluorimetrie s polarizovanym sétlem s pouzitim pufru o pH =7

Vzorky jsem pipravila dle stejného postupu jako v kapitole 3.3.2podrobny
rozpis viz tabulka.2), promichala a nechala 10 minut st&fpRva slepych vzotkbyla
také stejnd jako u UV-VIS spektrofotometrie a finwgtrie (viz tabulkac.3). Vzorky
i slepé vzorky jsem gfila na spektrofluorimetru s pouzitinkchto fiznych filtra: filtr
0°/0°, filtr 0°/90°, filtr 0%54,7, filtr 90°/0°, filtr 90°/90".
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4. VYSLEDKY
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4.1. VYSLEDKY STUDIA INTERAKCI FENOLOVE CERVENE
S CETYLPYRIDINIUM CHLORIDEM

4.1.1. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH =6

Nejprve jsem riila absorgni maximum jednoho vybraného chloroformového
vytiepku roztoku fenolov&erveré s cetylpyridinium chloridem proti slepému vzorku
a vysledky zpracovala do tabulky6. Nejvyssi absorbance byla n&ena i vinové délce
400 nm. V odborné literata (12) bylo uvedeno absa@r maximum pi 420 nm, proto
jsem dalSi rsfeni provadla pri téchto dvou vinovych délkach.

Tabulka¢.6: Méreni absorgniho maxima chloroformovéeho pku roztoku fenolove
cervert s cetylpyridinium chloridem

A [nm] A
395 0,230
400 0,235
405 0,230
410 0,230
420 0,200
430 0,195

V tabulcec.6 jeA vinova délka a A je absorbance.

Déle jsem mniila absorbanci vSech vzarkproti slepym vzorkm pri 400
a 420 nm po deseti, dvacetifeceti minutach tepani pi pH = 5-12 (viz tabulky.7, ¢.8,
¢.9). NejvysSi absorbance jsem riita u vzorki o pH = 6 a pH = 11 s dobogéepani
tiicet minut. U doby deset minut jsou nejnizsi, p@aabti minutach nasledujetéi skok
v hodnotach absorbanci, alé priceti minutach neni nast tak vyznamny. i# dalSich
meienich postéi doba tepani dvacet minut. Zavislost absorbance na pHJd nm jsem
zpracovala do graféL 1.
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Tabulky ¢.7: Mefeni absorbanci chloroformovych ygpki roztoki fenolové cervere
s cetylpyridinium chloridem o pH = 5-12 po desetnhutach tepani pi vinovych délkach

400 nm a 420 nm

méteni @ 400 nm n&ieni @i 420 nm
pH A pH A

5 0,260 5 0,250

6 0,330 6 0,320

7 0,270 7 0,255

8 0,225 8 0,230

9 0,235 9 0,230
10 0,120 10 0,120
11 0,230 11 0,220
12 0,130 12 0,120

Tabulka ¢.8: Meieni absorbanci chloroformovych ¥gpki roztoki fenoloveé cerverg
s cetylpyridinium chloridem o pH = 5-12 po dvaaeinutach tepani pi vinovych délkach

400 nm a 420 nm

meieni @ 400 nm néeni @ 420 nm
pH A pH A

5 0,360 5 0,310
6 0,375 6 0,330

7 0,345 7 0,310
8 0,325 8 0,290
9 0,330 9 0,300
10 0,200 10 0,180
11 0,280 11 0,260

12 0,135 12 0,125
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Tabulka ¢.9: Méteni absorbanci chloroformovych tgpki roztoki fenolové cervere
s cetylpyridinium chloridem o pH = 5-12 pisceti minutach tepani pi vinovych délkach
400 nm a 420 nm

méteni @ 400 nm n&ieni @i 420 nm
pH A pH A

5 0,395 5 0,345

6 0,410 6 0,355

7 0,380 7 0,330

8 0,355 8 0,310

9 0,365 9 0,325
10 0,245 10 0,220
11 0,300 11 0,265
12 0,140 12 0,125

Graf¢.l
Zavidog absorbance na pHroztok G fenolové éenené
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Absorbanci chloroformovych vigpki jsem ziskala ®fenim roztok fenolové
cervere s cetylpyridinium chloridemippH = 6 (viz kapitola 3.4.1.2.) po dvaceti minutac
tiepani pi vinovych délkach 400 a 420 nm (viz tabutka0) a hodnoty z této tabulky jsem
zpracovala do grafé.2.
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Tabulka ¢.10: Absorbance chloroformovych wgpki roztoki fenolové cervere
s cetylpyridinium chloridem nagrené i pH = 6 po dvaceti minutackepani pi vinovych
délkach 400 nm a 420 nm

meieni @ 400 nm néeni @ 420 nm
¢.vzorku A ¢.vzorku A
1. 0,220 1. 0,195
2. 0,290 2. 0,265
3. 0,345 3. 0,295
4, 0,295 4. 0,265
5. 0,305 5. 0,280
6. 0,245 6. 0,210
Graf¢.2
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4.1.2. UV-VIS spektrofotometrie s pouzitim pufru opH = 6

Absorgini  spektra vzonk, obsahujicich konstantni koncentraci tenzidu
cetylpyridinium chloridu 1.18 mol.I* a izné koncentrace fenolow@rvers, jsem ziskala
z meieni na UV-VIS spektrofotometru protifiplusnym slepym vzoikn (viz kapitola
3.4.1.3.). Vzorové spektrum zna#aje grafc.3. Absorgni maximum je 432 nm..
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Graf¢.3
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4.1.3. Fluorimetrie s pouzitim pufru o pH =6
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Na fluorimetru jsem réila spektra vzork i slepych vzork (viz kapitola 3.4.1.3.).
Citlivost jsem nastavila na nejm&koncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Excita
vinova délka Xey) 430 nm byla u vSech vzaikstejna. Ze spekter jsem @eda vinovou
délku, @i niz byla fluorescence maximalni a intenzitu fleszence v emisnim maximu
u jednotlivych vzork a slepych vzonka uspdadala do tabulky. 11. Grafé. 4 znazaiuje
emisni fluorescemi spektrum slepého vzorku5.

Tabulka¢.11: Vinové délky a intenzity fluorescence vzbrl slepych vzork roztoki
fenolovécervere s cetylpyridinium chloridem nagrené i pH = 6 v emisnim maximu

¢ vzorku | Aem[nm] | ¢. slep. vzorku | Aem[nm] I

1 526 9,889 - - -

2 525 9,969 2 504 6,604
3 529 9,961 3 528 8,066
4 532 9,699 4 529 7,933
5 532 9,061 5 533 6,111
6 534 3,809 6 533 5,208
7 535 1,036 7 530 1,357
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V tabulcec.11 jeA vinova délka, fi niz byla fluorescence maximalni a | intenzita
fluorescence.

Graf¢.4
Fluorimetrie roztoku fenolové  €ervené s cetylpyridinium
chloridem p i pH=6
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4.1.4. UV-VIS spektrofotometrie u Fady se stoupajici koncentraci tenzidu
a pufrempH =6

Meifenim na UV-VIS spektrofotometru proti slepému  vzorksem ziskala
absorgni spektra vzork obsahujicich konstantni koncentraci fenolasedvers 2.10°
mol.I'* a ligicich se koncentraci tenzidu cetylpyridiniahioridu (viz kapitola 3.4.1.4.).
Tabulka¢. 12 vyjaduje zmény absorpnich maxim v zavislosti na koncentraci tenzidu.
Graf¢. 5 zobrazuje spektra vSeckimnych vzork.
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Tabulka ¢.12: Zmeny absorpnich maxim roztok fenolové cerveré s cetylpyridinium
chloridem nandené @i pH = 6 v zavislosti na koncentraci tenzidu

Cq4 [mOH_l] )vmaxl [nm] )vmaxz [nm]
2.10° 432 557
4.10° 434 560
6.10° 432 566
8.10° 433 570
1.10% 433 570
2.10* 430 573
3.10* 432 573

V tabulce ¢.12 je g koncentrace tenzidu ve vzorku 3@axi @ Amaxe jSOU absorgni
maximuma pi dané koncentraci tenzidu.

Graf¢.5

UV-VIS spektrofotometrie roztok @ fenolové éervené
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4.1.5. Fluorimetrie urady se stoupajici koncentraci tenzidu a pufrem pH 6

Fluorimetricky jsem miila spektra vzork.(viz kapitola 3.4.1.4.). Citlivost byla
nastavena na nejm&nkoncentrovany vzorek. Emisni vinové délkyii michz byla
nantiena maximalni fluorescence a intenzity fluorescejseen usptadala do tabulky
¢.13. Graf¢. 6 znazaiuje emisni fluoresce&ni spektrum vzorkg.4.

Tabulka ¢.13: VInové délky a intenzity fluorescence roztoKenolové cervere
s cetylpyridinium chloridem na#ené @i pH = 6 se stoupajici koncentraci tenzidu
vV emisnim maximu

¢. vzorku Aem [NM] I
1 531 6,047
2 529 5,854
3 531 5,349
4 527 4,658
5 507 4,076
6 504 2,947
7 504 2,747

Grafé.6
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4.1.6. Fluorimetrie s polarizovanym s@tlem s pouzitim pufru o pH = 6

Vzorky i slepé vzorky jsem #&tila na spektrofluorimetru s pouzitirdchto iiznych
filtr&: filtr 0%0°, filtr 0%/90°, filtr 0%54,7, filtr 90%0°, filtr 90°%90 °, kde hodnoty stujm
udavaji Uhel otéeni analyzatoru ke siru polarizace budiciho #ni. Citlivost jsem
nastavila na co nejmérkoncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Excitavinova délka
(Aex) 430 nm byla u vSech vzarkstejna. Ze spekter jsem @ddla vinovou délku, § niz
byla fluorescence maximalni a intenzitu fluoreseemcemisnim maximu u jednotlivych
vzorka a slepych vzork a hodnoty usp@dala do tabulek podle typu pouZzitého filtru (viz
tabulkac¢.25 na konci kapitoly 4). Zthto hodnot jsem vygidtala podle vzor v kapitole
2.3.3.2. anizotropii fluorescence (r), kotak faktor (G) a hodnotu intenzity fluorescence
v magickém uhlu €, 7). Graf ¢.7 znazotiuje emisni fluorescemi spektrum vzorkie.1
s pouzitim filtru 6/0° graf¢.8 spektrum vzork.4 s filtrem 6/90° a graf¢.9 spektrum
vzorkug.5 s filtrem 6/54,7.
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4.1.7. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH =11

Podle kapitoly 3.4.1.6. jsem dgfila absorbanci chloroformovych \igpki proti
slepym vzorkm po dvaceti minutachrdpani pi vinovych délkach 400 a 420 nm (viz
tabulkac.14) a namsiené hodnoty jsem zpracovala do graflo.

Tabulka ¢.14: Absorbance chloroformovych vgpka

s cetylpyridinium chloridem na#rené @i pH

vinovych délkach 400 nm a 420 nm
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4.1.8. UV-VIS spektrofotometrie s pouzitim pufru opH = 11

Absorgni spektra vzonk, obsahujicich konstantni koncentraci tenzidu
cetylpyridinium chloridu 1.18 mol.I* a izné koncentrace fenolow@rvers, jsem ziskala
z meieni na UV-VIS spektrofotometru protifiplusnym slepym vzodkn (viz kapitola
3.4.1.7.). Vzorové spektrum zna#aje graf¢.11. Absorgni maximum je 559 nm.
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4.1.9. Fluorimetrie s pouzitim pufru o pH = 11

Na fluorimetru jsem réila spektra vzork i slepych vzork (viz kapitola 3.4.1.7.).
Citlivost jsem nastavila na nejm&koncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Exciia
vinova délka Xex) 559 nm byla u vSech vzatkstejna. Ze spekter jsem @eé#la vinovou
délku, @i niz byla fluorescence maximalni a intenzitu flesrence v emisnim maximu
u jednotlivych vzork a slepych vzork a uspsadala do tabulky¢.15. Graf¢.12 znazatuje
emisni fluorescami spektrum vzorkd.2.
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Tabulka ¢.15: Vinové délky a intenzity fluorescence vzborl slepych vzork roztoki
fenolovécervere s cetylpyridinium chloridem nagrené i pH = 11 v emisnim maximu

¢. vzorku A [nm] I ¢. slep. vzorku A [nm] [
1 588 8,322 - - -
2 592 6,810 2 585 6,142
3 595 4,112 3 591 4,092
4 597 2,124 4 596 1,407
5 603 1,943 5 596 0,853
6 608 0,633 6 598 0,750
7 613 0,605 7 606 0,222
Graf¢.12
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4.1.10. UV-VIS spektrofotometrie ufady se stoupajici koncentraci tenzidu
a pufrem pH =11

Méeifenim na UV-VIS spektrofotometru proti slepému  vzorksem ziskala
absorgni spektra vzork obsahujicich konstantni koncentraci fenolasegvers 2.10°
mol.I'* a ligicich se koncentraci tenzidu cetylpyridiniahioridu (viz kapitola 3.4.1.8.).
Tabulka¢.16 vyjaduje zmeény absorpniho maxima v zavislosti na koncentraci tenzidu.
Graf¢.13 zobrazuje spektra vSeckienych vzork.
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Tabulka ¢.16: Zmeény absorpniho maxima roztak fenoloveé cervergé s cetylpyridinium
chloridem nandfené i pH = 11 v zavislosti na koncentraci tenzidu

Ca [MolI™] | Amax[nm]
2.10° 559
4.10° 560
6.10° 561
8.10° 568
10" 570
2.10" 574
3.10" 574
Graf¢.13
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4.1.11. Fluorimetrie uiady se stoupajici koncentraci tenzidu a pufrem pH 21

Fluorimetricky jsem miila spektra vzork.(viz kapitola 3.4.1.8.). Citlivost byla
nastavena na nejm&nkoncentrovany vzorek. Emisni vinové délkyii michZz byla
nantiena maximalni fluorescence a intenzity fluorescejseen usptadala do tabulky
¢.17. Graf¢.14 znazatuje emisni fluoresceéni spektrum vzorkg.5.
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Tabulka ¢.17: Vinové délky a intenzity fluorescence roztoKenolové cervere
s cetylpyridinium chloridem naghené @i pH = 11 se stoupajici koncentraci tenzidu
vV emisnim maximu

¢. vzorku A [nm] I
1 592 6,090
2 595 5,654
3 599 5,710
4 607 5,851
5 606 6,228
6 610 6,174
7 611 6,430
Graf¢.14
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4.1.12. Fluorimetrie s polarizovanym sétlem s pouzitim pufru o pH = 11

Na spektrofluorimetru jsem &tila vzorky i slepé vzorky s pouzitintahto tiznych
filtr &: filtr 0%0Q°, filtr 0°/90°, filtr 0%/54,7, filtr 90%0Q°, filtr 90%9C°. Citlivost jsem nastavila
na co nejméh koncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Excitavinova délka Xey)
559 nm byla u vSech vzaikstejna. Ze spekter jsem @@da vinovou délku,  niz byla
fluorescence maximalni a intenzitu fluorescenceniseim maximu u jednotlivych vzoiik
a slepych vzornk a hodnoty usp@dala do tabulek podle typu pouZzitého filtru (\abulka
¢.26 na konci kapitoly 4). Zthto hodnot jsem vygiétala podle vzont v kapitole 2.3.3.2.
anizotropii fluorescence (r), kor&ki faktor (G) a hodnotu intenzity fluorescence
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v magickém dhlu ¢l 7). Graf ¢.15 znazatuje emisni fluoresceni spektrum vzorkw.3
s pouzitim filtru 6/0°, graf¢.16 spektrum vzorkd.2 s filtrem 6/90° a grafé.17 spektrum
vzorkug.3 s filtrem 6/54,7.
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4.2. VYSLEDKY STUDIA INTERAKCI FENOLOVE CERVENE
S CARBETHOPENDECINIUM BROMIDEM

4.2.1. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH =6

Nejprve jsem riila absorgni maximum jednoho vybraného chloroformového
vytiepku roztoku fenolovéervert s carbethopendecinium bromidem proti slepému wrork
a vysledky zpracovala do tabulky18. NejvysSi absorbance byla ngema i vinové
délce 400 nm. V odborné literé&u(12) bylo uvedeno abs@m maximum pi 420 nm,
proto jsem dalSi gfeni provadia pii téchto dvou vinovych délkach

Tabulka¢.18: Meireni absorgniho maxima chloroformového gpku roztoku fenolové
cervere s carbethopendecinium bromidem

A [nm] A
390 0,395
400 0,410
405 0,400
410 0,390
420 0,365
430 0,290

V tabulcec.18 jeA vinova délka a A je absorbance.

Déle jsem mifila absorbanci vSech vzarkproti slepym vzorkm pri 400
a 420 nm po deseti, dvacetifeeti minutachitepani pi pH = 3-12 (viz tabulky.19,¢.20,
¢.21). NejvysSi absorbance jsem rdila u vzorki o pH = 6 s dobourépani ticet minut.
U doby deset minut byly absorbance nejvysSi u pH, 30 dvaceti aficeti minutach
trepani nasleduje &t8i skok v hodnotach absorbanci a zde jsem érEmmaximum
u pH = 6. Toto pH budu pouzivat v dalSicktenich a jako dobadpani posi& dvacet
minut. Zavislost absorbance na p#i 400 nm jsem zpracovala do graful8.
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Tabulka ¢.19: Méteni absorbanci chloroformovych igpki roztoki fenoloveé cerverd
s carbethopendecinium bromidem o pH = 3-12 po deseiutach tepani pi vinovych
délkach 400 nm a 420 nm

meieni @ 400 nm meétreni @ 420 nm

pH A pH A

3 0,400 3 0,365
4 0,270 4 0,250
5 0,315 5 0,280
6 0,330 6 0,295
7 0,360 7 0,320
8 0,220 8 0,190
9 0,140 9 0,120
10 0,130 10 0,110
11 0,080 11 0,065
12 0,070 12 0,060

Tabulka ¢.20: Méteni absorbanci chloroformovych igpki roztoki fenolové cerverd
s carbethopendecinium bromidem o pH = 3-12 po dvaceutach tepani pi vinovych
délkach 400 nm a 420 nm

meteni [ 400 nm méreni @i 420 nm
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pH A pH A
3 0,485 3 0,435
4 0,365 4 0,325
S 0,390 5 0,345
6 0,410 6 0,355
7 0,390 7 0,350
8 0,280 8 0,245
9 0,160 9 0,135
10 0,075 10 0,060
11 0,080 11 0,070
12 0,030 12 0,020




Tabulka ¢.21: Méteni absorbanci chloroformovych igpki roztoki fenolové cerverd
s carbethopendecinium bromidem o pH = 3-12 fjimeti minutach tepani pi vinovych
délkach 400 nm a 420 nm

meieni @ 400 nm meétreni @ 420 nm
pH A pH A
3 0,480 3 0,420
4 0,400 4 0,350
5 0,410 5 0,350
6 0,425 6 0,355
7 0,395 7 0,335
8 0,285 8 0,245
9 0,120 9 0,245
10 0,045 10 0,105
11 0,040 11 0,050
12 0,015 12 0,045

Graf¢.18
Zavidog absorbance na pHroztok G fenolové éervené
s carbethopendecinium bromidem p i extrak éni spektrofotometrii
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Poté jsem rila absorbanci chloroformovych kil proti slepym vzorm (viz
kapitola 3.4.2.2.) po dvaceti minutadgegani pi vinovych délkach 400 a 420 nm (viz
tabulka¢.22) a hodnoty z této tabulky jsem zpracovala cdugy.19.
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Tabulka ¢.22: Absorbance chloroformovych wgpki roztoki fenolové cervere
s carbethopendecinium bromidem r&@emé @i pH = 6 po dvaceti minutachepani pi
vinovych délkach 400 nm a 420 nm.

meéteni @ 400 nm n&ieni @i 420 nm
¢.vzorku A ¢.vzorku A
1. 0,210 1. 0,175
2. 0,275 2. 0,290
3. 0,365 3. 0,340
4. 0,335 4. 0,295
5. 0,285 5. 0,255
6. 0,340 6. 0,310
Graf¢.19
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4.2.2. UV-VIS spektrofotometrie s pouzitim pufru opH = 6

Absorgni spektra vzonk, obsahujicich konstantni koncentraci tenzidu
carbethopendecinium bromidu 14@nol.I* a fizné koncentrace fenolovrvers, jsem
ziskala z msteni na UV-VIS spektrofotometru protitiplusSnym slepym vzodkn (viz
kapitola 3.4.2.3.). Vzorové spektrum znamge graf ¢.20. Absorgni maximum je
432 nm.
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Graf¢.20
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4.2.3. Fluorimetrie s pouzitim pufru o pH =6

Na fluorimetru jsem réila spektra vzork i slepych vzork (viz kapitola 3.4.2.3.).
Citlivost jsem nastavila na nejm&koncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Excita
vinova délka Xey) 430 nm byla u vSech vzaikstejna. Ze spekter jsem @eda vinovou
délku, @i niz byla fluorescence maximalni a intenzitu flesrence v emisnim maximu
u jednotlivych vzork a slepych vzork a uspsadala do tabulky.23. Graf¢.21 znazatuje
emisni fluorescemi spektrum vzorkd.4.

Tabulka ¢.23: VInové délky a intenzity fluorescence vzorl slepych vzork roztoki
fenolové cervert s carbethopendecinium bromidem r#emé gi pH = 6 v emisnim
maximu

¢. vzorku A [nm] I ¢. slep. vzorku[ A [nm] I

1 505 8,728 - - -

2 525 9,059 2 503 8,486
3 528 8,757 3 528 8,665
4 528 8,038 4 530 8,242
5 532 7,236 5 531 7,300
6 533 2,525 6 527 6,286
7 535 0,609 7 531 1,819
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Grafé.21
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4.2.4. UV-VIS spektrofotometrie u fady se stoupajici koncentraci tenzidu
a pufrempH =6

Mérenim na UV-VIS spektrofotometru proti slepému  vzorsem ziskala
absorgni spektra vzonk obsahujicich konstantni koncentraci fenolasgvers 2.10°
mol.I* a lisicich se koncentraci tenzidu carbethopendeninbromidu (viz kapitola
3.4.2.4.). Tabulka.24 vyjaduje zneny absorpnich maxim v zavislosti na koncentraci
tenzidu. Gra€.22 zobrazuje spektra vSeckienych vzork.

Tabulkac¢.24: Zmeny absorpnich maxim roztok fenolovécervert s carbethopendecinium
bromidem naréfené i pH = 6 v zavislosti na koncentraci tenzidu

Cq4 [mOH-l] )Vmaxl [nm] )Vmaxz [nm]
2.10° 433 558
4.10° 432 559
6.10° 432 559
8.10° 432 559
1.10* 432 561
2.10* 431 570
3.10* 432 573
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Graf¢.22
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4.2.5. Fluorimetrie urady se stoupajici koncentraci tenzidu a pufrem pH 6

Fluorimetricky jsem niila spektra vzork.(viz kapitola 3.4.2.4.). Citlivost byla
nastavena na nejm&nkoncentrovany vzorek. Emisni vinové délkyii michz byla
namétena maximalni fluorescence a intenzity fluorescejseen usptéddala do tabulky
¢.25. Graf¢.23 zn4zatuje emisni fluoresceni spektrum vzorkig.1.

Tabulka ¢.25: VInové délky a intenzity fluorescence roztokenolové cerverg
s carbethopendecinium bromidem r&@emé pi pH = 6 se stoupajici koncentraci tenzidu
Vv emisnim maximu

¢. vzorku A [nm] I
1 505 7,261
2 506 7,211
3 505 7,209
4 506 7,157
5 505 7,129
6 505 6,088
7 503 5,514
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Graf¢.23
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4.2.6. Fluorimetrie s polarizovanym s@tlem s pouzitim pufru o pH = 6

Vzorky i slepé vzorky jsem #&tila na spektrofluorimetru s pouzitirdchto iiznych
filtr &: filtr 0%0Q°, filtr 0%/90°, filtr 0%/54,7, filtr 90%0Q°, filtr 90%9C°. Citlivost jsem nastavila
na co nejméh koncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Excitavinova délka Xey)
430 nm byla u vSech vzaikstejna. Ze spekter jsem @ada vinovou délku, f niz byla
fluorescence maximalni a intenzitu fluorescenceniseim maximu u jednotlivych vzoik
a slepych vzork a hodnoty usp@dala do tabulek podle typu pouzitého filtru (tebulka
¢.27 na konci kapitoly 4). Zthto hodnot jsem vygiitala podle vzonk v kapitole 2.3.3.2.
anizotropii fluorescence (r), kor&ki faktor (G) a hodnotu intenzity fluorescence
v magickém ahlu g4 7). Graf ¢.24 znazatuje emisni fluorescemi spektrum vzork&.1
s pouzitim filtru 6/0°, graf¢.25 spektrum vzorkd.3 s filtrem 6/90° a graf¢.26 spektrum
vzorkug¢.1 s filtrem G/54,7.

61



Grafg.24
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4.3. VYSLEDKY STUDIA INTERAKCI FENOLOVE CERVENE
S CETRIMIDEM

Vysledky mefeni interakci fenolovécerveré s tenzidem cetrimidem pomaoci
extrakeni spektrofotometrie, UV-VIS spektrofotometrie adtimetrie jsem jiz popsala ve
své diplomové praci (21).

4.3.1. Fluorimetrie s polarizovanym s@tlem s pouzitim pufru o pH = 8

Vzorky i slepé vzorky jsem #iila na spektrofluorimetru s pouzitirichto tiznych
filtr&: filtr 0%Q°, filtr 0%9CP, filtr 0°/54,7, filtr 90°/0°, filtr 90°%/9C°. Citlivost jsem nastavila
na co nejméh koncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Excitavinova délka Xey)
560 nm byla u v8ech vzaikstejna. Ze spekter jsem @dda vinovou délku, i niz byla
fluorescence maximalni a intenzitu fluorescenceniseim maximu u jednotlivych vzoiik
a slepych vzornk a hodnoty usp@dala do tabulek podle typu pouzitého filtru (\abulka
¢.28 na konci kapitoly 4). Zthto hodnot jsem vygtala podle vzont v kapitole 2.3.3.2.
anizotropii fluorescence (r), kor&ki faktor (G) a hodnotu intenzity fluorescence
v magickém dhlu ¢l 7). Graf ¢.27 znazaituje emisni fluoresceni spektrum vzorkw.5
s pouzitim filtru 6/0°, graf¢.28 spektrum vzorkd.5 s filtrem 6/90° a graf¢.29 spektrum
vzorkug.4 s filtrem 6/54,7.
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4.4, VYSLEDKY STUDIA INTERAKCI FENOLOVE CERVENE
S BENZETHONIUM CHLORIDEM

Vysledky neieni interakci fenolovéerverg s tenzidem benzethonium chloridem
pomoci extra&ni spektrofotometrie, UV-VIS spektrofotometrie aidtimetrie jsem jiz
popsala ve své diplomoveé praci (21).

4.4.1. Fluorimetrie s polarizovanym s@tlem s pouzitim pufru o pH =7

Na spektrofluorimetru jsem &tila vzorky i slepé vzorky s pouzitindahto tiznych
filtr&: filtr 0%Q°, filtr 0%9CP, filtr 0°/54,7, filtr 90°/0°, filtr 90°%/9C°. Citlivost jsem nastavila
na co nejméh koncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Excitavinova délka Xey)
435 nm byla u vSech vzaikstejna. Ze spekter jsem @ddla vinovou délku, b niz byla
fluorescence maximalni a intenzitu fluorescenceniseim maximu u jednotlivych vzoik
a slepych vzornk a hodnoty usp@dala do tabulek podle typu pouzitého filtru (\abulka
¢.29 na konci kapitoly 4). Zthto hodnot jsem vygtala podle vzont v kapitole 2.3.3.2.
anizotropii fluorescence (r), kor&ki faktor (G) a hodnotu intenzity fluorescence
v magickém dhlu €l 7). Graf ¢.30 znazatuje emisni fluoresceéni spektrum vzork.4
s pouzitim filtru 6/0°, graf¢.31 spektrum vzorkd.2 s filtrem 6/90° a graf¢.32 spektrum
vzorkug.4 s filtrem 6/54,7.
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V tabulkach ¢.26-30 jsou fehled® uvedeny vSechny vysledky éeni
fluorescence s polarizovanym ¢&tem. V €chto tabulkdch zrd  r—anizotropii
fluorescence, G—koréki faktor a 44 —intenzitu fluorescence v magickém uhidasti
tabulek uproged stranek obsahuji ngené hodnoty, vypitané hodnoty jsou uvedeny
v krajnichc¢astech.

Tabulkac¢.26: Rehled vysledik méreni fluorescence s polarizovanyné@m pro roztoky
obsahuijici tenzid cetylpyridinium chloridipH = 6.

FILTR 0°/0° FILTR 0°/0°
&. vzorku A [nm] 1 €. slep. vzorku A [nm] 1
1 506 9,569 - - -
2 517 9,817 2 508 9,662
3 523 9,709 3 517 9,828
4 523 9,199 4 520 9,689
5 526 8,333 5 528 8,733
6 526 4,302 6 526 8,329
7 530 1,718 7 528 3,710
FILTR 0°/90° FILTR 0°/90°
&. vzorku A [nm] 1 &. slep. vzorku A [nm] 1
1 520 6,267 - - -
2 527 7,100 2 519 6,387
3 524 6,907 3 519 7,164
4 523 6,250 4 522 6,955
5 521 5,450 5 524 5,844
6 524 2,302 6 521 5,498
7 533 0,723 7 525 2,105
Vypo éet ze vzork G FILTR 0°/54,7° FILTR 0°/54,7° Vypo &et ze slepych vzork G
lsa7 &. vzorku A [nm] | &. slep. vzorku A [nm] I Iss47
7,367 1 511 7,191 - - - -
8,005 2 524 7,919 2 517 7,259 7,479
7,841 3 522 7,760 3 525 8,069 8,052
7,233 4 521 7,058 4 524 7,778 7,866
6,411 5 529 6,112 5 525 6,604 6,807
2,969 6 524 2,726 6 527 6,180 6,442
1,055 7 529 0,938 7 532 2,518 2,640
FILTR 90°/0° FILTR 90°/0°
&. vzorku A [nm] | &. slep. vzorku A [nm] 1
1 516 6,608 - - -
2 521 7,518 2 517 6,768
3 523 7,359 3 521 7,668
4 526 6,635 4 524 7,521
5 527 5,886 5 526 6,262
6 531 2,404 6 525 5,899
7 531 0,736 7 531 2,339
Vypo éet ze vzork G FILTR 90°/90° FILTR 90°/90° Vypo éet ze slepych vzork
G r &. vzorku A [nm] | ¢&. slep. vzorku A Tnm] 1 G r
0,781 0,241 1 522 5,161 - - - - -
0,785 0,203 2 523 5,898 2 522 5,319 0,786 0,236
0,774 0,214 3 523 5,699 3 524 6,006 0,783 0,200
0,785 0,226 4 525 5,210 4 525 5,809 0,772 0,211
0,752 0,256 5 526 4,428 5 519 4,802 0,767 0,240
0,715 0,350 6 531 1,719 6 524 4,480 0,759 0,249
0,851 0,374 7 540 0,627 7 531 1,627 0,695 0,338

67



Tabulkac.27: Rehled vysledk méteni fluorescence s polarizovanynmétdem pro roztoky
obsahujici tenzid cetylpyridinium chloridigpH = 11.

FILTR 0°/0° FILTR 0°/0°
€. vzorku A [nm] I €. slep. vzorku | A [nm] I
1 584 7,918 - - -
2 592 5,755 2 587 7,915
3 600 3,287 3 591 5,814
4 602 1,936 4 596 3,449
5 603 1,311 5 600 2,065
6 610 0,941 6 599 1,241
7 621 0,975 7 610 0,493
FILTR 0°/90° FILTR 0°/90°
€. vzorku A [nm] I ¢&. slep. vzorku | A [nm] I
1 584 3,479 - - -
2 589 2,278 2 584 3,541
3 599 1,271 3 588 2,389
4 595 0,732 4 596 1,305
5 606 0,508 5 598 0,784
6 605 0,320 6 602 0,522
7 608 0,349 7 615 0,291
Vypo éet ze vzork G FILTR 0°/54,7° FILTR 0°/54,7° Vypo éet ze slepych vzork @
Is47 &. vzorku A [nm] I ¢&. slep. vzorku | A [nm] I Isq 7
4,959 1 587 4,431 - - - -
3,437 2 591 2,988 2 587 4,494 4,999
1,943 3 599 1,576 3 595 3,046 3,530
1,133 4 597 0,935 4 594 1,691 2,020
0,775 5 601 0,615 5 597 1,017 1,211
0,527 6 611 0,393 6 602 0,602 0,761
0,558 7 612 0,461 7 608 0,339 0,358
FILTR 90°/0° FILTR 90°/0°
€. vzorku A [nm] I &. slep. vzorku | A [nm] I
1 584 2,930 - - -
2 591 1,928 2 589 2,994
3 601 1,058 3 595 1,967
4 595 0,652 4 595 1,095
5 599 0,463 5 606 0,706
6 603 0,299 6 602 0,472
7 619 0,307 7 608 0,307
Vypo éet ze vzork @ FILTR 90°/0° FILTR 90°/90° Vypo éet ze slepych vzork @
G r €. vzorku A [nm] I &. slep. vzorku | A [nm] I G r
0,676 0,441 1 584 1,981 - - - - -
0,667 0,482 2 593 1,286 2 582 1,985 0,663 0,442
0,695 0,476 3 598 0,735 3 587 1,312 0,667 0,469
0,722 0,471 4 600 0,471 4 597 0,777 0,710 0,476
0,821 0,417 5 599 0,380 5 601 0,522 0,740 0,460
0,965 0,405 6 618 0,289 6 598 0,387 0,821 0,388
1,012 0,370 7 617 0,311 7 616 0,280 0,914 0,222
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Tabulkac.28: Rehled vysledik méteni fluorescence s polarizovanynmétdem pro roztoky
obsahujici tenzid carbethopendecinium brontigppl = 6

FILTR 0°/0° FILTR 0°/0°
€. vzorku A [nm] I €. slep. vzorku | A[nm] I
1 503 3,753 - - -
2 506 3,629 2 503 3,480
3 526 3,050 3 506 3,274
4 524 2,572 4 527 2,797
5 527 2,161 5 525 2,323
6 528 0,670 6 524 1,891
7 525 0,271 7 535 0,513
FILTR 0°/90° FILTR 0°/90°
€. vzorku A [nm] I €. slep. vzorku | A[nm] I
1 526 1,545 - - -
2 519 1,828 2 524 1,501
3 525 1,664 3 528 1,705
4 525 1,420 4 525 1,562
5 523 1,166 5 529 1,299
6 526 0,427 6 525 1,052
7 526 0,208 7 534 0,338
Vypo éet ze vzork G FILTR 0°/54,7° FILTR 0°/54,7° Vypo éet ze slepych vzork G
Iss7 &. vzorku A [nm] I é. slep. vzorku | A[nm] I Iss7
2,281 1 505 1,917 - - - -
2,428 2 527 2,175 2 505 1,869 2,161
2,126 3 525 1,978 3 520 2,036 2,228
1,804 4 527 1,629 4 530 1,856 1,973
1,498 5 527 1,402 5 530 1,526 1,641
0,508 6 527 0,444 6 527 1,251 1,332
0,229 7 523 0,227 7 530 0,392 0,396
FILTR 90°/0° FILTR 90°/0°
€. vzorku A [nm] I €. slep. vzorku | A[nm] I
1 507 1,698 - - -
2 525 2,028 2 506 1,718
3 529 1,888 3 527 1,909
4 526 1,542 4 533 1,719
5 524 1,261 5 523 1,407
6 527 0,395 6 527 1,184
7 540 0,208 7 525 0,380
Vypo éet ze vzork FILTR 90°/90° FILTR 90°/90° Vypo éet ze slepych vzork
G r €. vzorku A [nm] I €. slep. vzorku | A[nm] I G r
0,677 0,463 1 519 1,149 - - - - -
0,680 0,390 2 527 1,379 2 525 1,165 0,678 0,446
0,676 0,363 3 527 1,276 3 525 1,365 0,715 0,360
0,687 0,353 4 523 1,059 4 525 1,269 0,738 0,322
0,705 0,352 5 525 0,889 5 529 1,068 0,759 0,311
0,803 0,241 6 529 0,317 6 523 0,847 0,715 0,335
0,965 0,105 7 547 0,200 7 543 0,333 0,877 0,196
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Tabulkac.29: Rehled vysledik méteni fluorescence s polarizovanymétdem pro roztoky
obsahujici tenzid cetrimidiippH = 8.

FILTR 0°/0° FILTR 0°/0°
€. vzorku A [nm] I ¢&. slep. vzorku | A [nm] I
1 585 8,089 - - -
2 587 7,729 2 583 8,229
3 589 6,117 3 586 7,613
4 592 4,736 4 593 6,093
5 596 3,548 5 592 4,769
6 606 1,093 6 602 3,340
7 614 0,691 7 602 0,830
FILTR 0°/90° FILTR 0°/90°
¢é. vzorku A [nm] | €. slep. vzorku A [nm] |
1 584 3,801 - - -
2 588 3,484 2 581 3,794
3 591 2,568 3 586 3,433
4 589 1,849 4 588 2,569
5 598 1,304 5 595 1,974
6 599 0,440 6 595 1,267
7 634 0,315 7 595 0,428
Vypo éet ze vzork G FILTR 0°/54,7° FILTR 0°/54,7° Vypo éet ze slepych vzork
lIss7 &. vzorku A [nm] I &. slep. vzorku | A[nm] I lIss7
5,231 1 583 4,810 - - - -
4,899 2 587 4,464 2 586 4,679 5,272
3,751 3 590 3,264 3 590 4,429 4,826
2,811 4 591 2,329 4 590 3,346 3,744
2,052 5 595 1,738 5 592 2,513 2,906
0,658 6 609 0,530 6 597 1,605 1,958
0,440 7 605 0,392 7 602 0,489 0,562
FILTR 90°/0° FILTR 90°/0°
¢é. vzorku A [nm] | €. slep. vzorku A [nm] |
1 582 3,221 - - -
2 589 2,979 2 586 3,235
3 593 2,166 3 590 3,006
4 590 1,547 4 591 2,282
5 597 1,169 5 596 1,664
6 606 0,394 6 597 1,143
7 619 0,316 7 600 0,438
Vypo éet ze vzork G FILTR 90°/90° FILTR 90°/90° Vypo éet ze slepych vzork G
G r €. vzorku A [nm] I ¢&. slep. vzorku | A [nm] I G r
0,672 0,419 1 582 2,163 - - - - -
0,661 0,440 2 590 1,969 2 580 2,194 0,678 0,423
0,658 0,466 3 590 1,425 3 585 1,999 0,665 0,438
0,710 0,465 4 591 1,098 4 588 1,479 0,648 0,470
0,692 0,494 5 590 0,809 5 592 1,139 0,685 0,457
0,859 0,387 6 609 0,338 6 594 0,764 0,669 0,495
0,923 0,315 7 615 0,292 7 596 0,357 0,815 0,315
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Tabulkac.30: Rehled vysledik méteni fluorescence s polarizovanynméttem pro roztoky
obsahujici tenzid benzethonium chloridl pH = 7.

FILTR 0°/0° FILTR 0°/0°
€. vzorku A [nm] I €. slep. vzorku [ A [nm] I
1 513 9,027 - - -
2 516 9,308 2 513 8,841
3 518 8,743 3 518 9,235
4 521 7,712 4 523 8,429
5 523 6,271 5 519 7,389
6 519 1,576 6 520 6,011
7 519 0,395 7 522 1,489
FILTR 0°/90° FILTR 0°/90°
€. vzorku A [nm] I €. slep. vzorku [ A [nm] I
1 521 4,875 - - -
2 521 5,535 2 520 4,569
3 523 5,088 3 523 5,390
4 522 4,227 4 524 4,756
5 523 3,231 5 522 3,989
6 526 0,760 6 524 3,068
7 522 0,269 7 519 0,758
Vypo éet ze vzork @ FILTR 0°/54,7° FILTR 0°/54,7° Vypo éet ze slepych vzork G
lsg.7 &. vzorku A [nm] I &. slep. vzorku | A [nm] I a7
6,259 1 518 6,027 - - - -
6,793 2 519 6,659 2 517 5,735 5,993
6,306 3 521 6,042 3 522 6,508 6,672
5,389 4 521 5,082 4 520 5,697 5,980
4,244 5 522 3,994 5 523 4,758 5,122
1,032 6 522 0,945 6 517 3,697 4,049
0,311 7 518 0,278 7 519 0,870 1,002
FILTR 90°/0° FILTR 90°/0°
¢&. vzorku A [nm] I &. slep. vzorku | A [nm] I
1 521 5,212 - - -
2 521 6,014 2 521 5,015
3 522 5,545 3 519 5,854
4 522 4,637 4 523 5,265
5 521 3,521 5 523 4,363
6 522 0,868 6 523 3,340
7 523 0,262 7 521 0,793
Vypo éet ze vzork G FILTR 90°/90° FILTR 90°/90° Vypo éet ze slepych vzork G
G r €. vzorku A [nm] I &. slep. vzorku | A[nm] I G r
0,679 0,365 1 519 3,540 - - - - -
0,697 0,320 2 519 4,191 2 523 3,342 0,666 0,388
0,674 0,341 3 523 3,737 3 522 3,985 0,681 0,336
0,664 0,368 4 517 3,077 4 523 3,511 0,667 0,356
0,681 0,382 5 522 2,397 5 518 2,887 0,662 0,375
0,667 0,413 6 522 0,579 6 524 2,178 0,652 0,401
0,798 0,219 7 514 0,209 7 517 0,547 0,690 0,381
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5. DISKUZE
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5.1. INTERAKCE FENOLOVE CERVENE S CETYLPYRIDINIUM
CHLORIDEM

Pokusy provedené extraik  spektrofotometrii s roztoky obsahujicimi
cetylpyridinium chlorid a fenolovoterveir ukazaly absomi maxima pi pH=6 a pH=11.
Existence dvou maxim na A-pHiikce neni jevem &nym, ale spiSe vyjindaym.
Literatura (12) uvadi, Ze fuki oblast (pechodovy interval) fenolovéervere ve vodném
roztoku je i 20 °C 6,4 — 8,2. To znamena, Ze prvni maximumasdhazidsre pod touto
oblasti, druhé maximum vysoko nad touto oblastitof je ovSemitba mit na pasti
moznost ovliviéni pK, a naslednfunkéni oblasti, tenzidemiftomnym v roztoku. Je ale
mozné pedpokladat, Ze interakce tenzid-barvivo se budbiwlpou hodnotach lisit. P
nizsi hodnat (pH = 6) totiz nebude fenolowé&rver disociovana a mezi molekulami budou
pii vzniku asocidl prevladat spiSe hydrofobni nebon interakce. B vySSi hodnat
(pH = 11) naopak bude prvotnim typem interakcel®apntového péaru.f€ti maximum
se na A-pH kivce objevuje jest pri pH=9. Vzhledem k tomu, Ze jde 0 maximum velmi
nevyrazné, nebyly ip pH=9 Zadné dalSi experimenty pro¢ag. Dale byla nifena
zavislost absorbance chloroformovych feftlki na Febytku fenolovéterveré ve vodné
fazi. Zde je zajimavé porovnarithto zavislosti p pH=6 (graf¢. 2) a pH=11 (grat. 10).

Pfi pH=6 nachazime jasné maximumfetiho roztoku a nevyrazné maximum u roztoku
patého. B pH=11 je absorbance u roztok. 2 a¢. 3 prakticky stejna a podobfe tomu

u roztoki ¢. 4 ac. 5, ale u roztok ¢. 4 ac. 5 je absorbance vysSirikky na grafech 2 a 10
pak vypadaji jako zrcadlové obrazy, pokud je osmungrnosti svislice mezi roztoky. 3

a ¢. 4. Ztoho je mozné soudit, Ze mnoZstvi (konceefraasociat vytiepatelnych do
chloroformu zavisi na tom, zda v roztoku diky hodnpH previadaji iontové nebo
neiontové interakce. Na zakkagokudi s extrakni spektrofotometrii ovSem neltiei, zda

se asociaty, které #pobuji maxima na oboutikkach (grafé. 2 a grafé. 10), svym
sloZzenim shoduji. Pokud je spravniegpoklad, Ze do chloroformu Ize Wgpat pouze
iontovy par (14), znamena to, Ze koncentrace vyaikiontovych par zavisi na tkolika
faktorech, z nichz jeden, a sice pgrmnozstvicinidla (barviva) a analytu (tenzidu), zcela
vylucuje pouziti zkumavkové metodyixtrakini spektrofotometrii tenzid Navic mize
mit tato skuténost velmi vyznamné dopady na spravnost vysiepékusi s polymery,
proteiny a lipidovymi membranami, kde sée@poklada jednoduchy stechiometricky
pomer, v dalSich oborech (15, 16). Na druhou stranize@a zaklad vysledki pokusi pri
pH=6 domnivat, Ze mohou vznikat r@m vytiepatelné asociaty jiného sloZeni, nez
odpovida iontovému paru. To naedchozich pochybnostech o spravnosti vysledk
n¢kterych experimetitnic nengni, pouze jefeba tuto domgnku vzit v ivahu P snahach

o vysW&tleni hypochromniho posunuippokusech provedenych zkumavkovou metodou
extrakéni spektrofotometrie.
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UV-VIS absorgni spektrofotometrie roztdk v nichZ stoupa koncentrace barviva,
neginesla zadné vysledky, nebw téchto spektrech nebyly zaznamenany Zadné posuny.
To jeSE neznamend, Ze se struktwi@stic ve studovanych roztocich naf) ale zejme
neni touto metodou zjistiteln&edené se oviem netyka vyslédkJV-VIS absorgni
spektrofotometrie roztak v nichZz stoupa koncentrace tenzidui Bbou sledovanych
hodnotach pH (6 a 11) byly zaznamenany zajimave. jépripac pH = 6 (graf¢.5) se
objevuje obrazec t¥eny absorpnimi kiivkami, ktery gipomina obrazec, jaky byva
zjisten pri métreni indikatorové konstanty spektrofotometricky. jEgen potvrzenim faktu
(12), Ze koncentrace tenziduak® mit na miru disociace barviva, tedy i na absdrp
kiivky barviva, kvalitativé stejny vliv jako zngna pH. Ri hodnot pH = 11 je ovSem
situace jina. B takto vysokém pH je opra¢né pedpokladat, Zze barvivo je zcela
disociovano, proto je vliv smici se koncentrace tenzidu na abgoipkiivky barviva
odlisny (graf¢. 13). Se stoupajici koncentraci tenziduigmy bathochromni posun, ktery
swdci o schopnosti barviva iesrji feceno vzniklého agregatu, absorbovaterd o nizsi
energii. Tento jev by bylo mozné vydhit konjugaci dvojnych vazeb ve vznikajicim
agregatu barviva, coz byqdpokladalo vznik jakychsi dimierbarviva (fesrgji dimeri
iontovych pait barviva s tenzidem), obklopeny¢hsticemi tenzidu. S postupstoupajici
koncentraci tenzidu je tato konjugace vygznaz k uéité mezi, ktera je dana limitnim
poctem molekul tenzidu, které se mohou tvorby takovélypegatu z&astnit. Tomu
naswdcéuji i hodnoty obsaZzené v Tab. 16, podle kteryctz@niného limitniho pétu
molekul tenzidu v agregatu dosaZeiojgho koncentraci v roztoku 2.%@nol/l.

Vysledky ziskané ®tenim fluorescence ve studovanych roztocich odpgvida
vysledkim UV-VIS absorpni spektrofotometrie, av3ak ¥kterych gipadech finaSeji
nékteré zajimavé hodnoty.#HiPpH = 6 viad se stoupajici koncentraci barviva lze
pozorovat jednak bathochromni posun emisni vinoetkyd (pfi konstantni exciténi
vinové délce), jednak prudky pokles intenzity fleecence u dvou nejkoncentro¥giich
vzorki (Tab. 11). Nelzefici, zda je zmidny pokles intenzity fluorescence tgmben
vysokou koncentraci barviva &chto vzorcich, tedy gsobenim vniniho filtru, nebo
n¢jakym agregénim jevem. OvSem zvySovani emisni vinové délk§dsivo zmenach ve
strukture roztoku. Tyto zrény ovliviuji elektronové energetické hladiny fluoraipproto
se mizeme domnivat, Ze jde ocitou formu agregace. Bady se stoupajici koncentraci
tenzidu (Tab. 13) lze pozorovat 2nu vinové délky emisniho maxima (hypsochromni
posun) a postupny pokles intenzity fluorescencegpgbliromnnni posun) se stoupajici
koncentraci tenzidu. Vzhledem k tomu, Ze konceettiaarviva, tedy fluoroforu, byla ve
vSech roztocich stejnd, nelze zde uvaZovat o shiiganzity fluorescence vlivem
vnitiniho filtru. Oba posuny v emisnim spektru (hypsoaimi i hypochromni) proto
patrre swdci o agregaci. Je ovSenieba poznamenat, Ze Yipad fady se stoupajici
koncentraci barviva budaeimg sloZzeni vzniklych agregétodliSné od slozeni agregat
u fady se stoupajici koncentraci tenzidu. V této sdosii se jevi logickym, Ze kad se
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stoupajici koncentraci barviva dochazi k bathoclmiom posunu, zatimco vad se
stoupajici koncentraci tenzidu k posunu hypsochfomanZ obou &chto fakti vyplyva, ze
stoupajici porr koncentraci tenzid/barvivo vede ke snizovani amignové délky.
Vysledky fluorescegnich méeni i pH = 11 lze opt interpretovat jako hodnoty, které
potvrzuji za¥ry uc¢inéné na zaklagl naneienych UV-VIS spekter. Porovnanim hodnot
v Tab. 15 a v Tab. 17 vidime, Ze tigac fady se stoupajici koncentraci barviva dochazi
k poklesu intenzity fluorescence, zatimcorippd fady se stoupajici koncentraci tenzidu
osciluje intenzita fluorescence kolenjaké stedni hodnoty. Z toho je mozné usuzovat na
vyznamny vliv vnitniho filtru v métenych roztocich, ale nelz&i, zda za pokles intenzity
fluorescence je zodpesny pouze tento filtr sam nebo jde o spdlsgbeni s jinym
faktorem. Naproti tomu posuny emisnich maxim patzrabou tabulek Ize interpretovat
jako vysledek agregace. Vzhledem k tomu, Ze nailrozdsituace v roztocichiippH = 6
jde v obou pipadech o posuny bathochromni, IZedpokladat, Zeipagregaci patréhraji
vyznamnou rolit-nt interakce a rize dochazet ke konjugaci nasobnych vazeb.

5.2. INTERAKCE FENOLOVE CERVENE S CARBETHOPENDECINIUM
BROMIDEM

Extrakéni spektrofotometrii byly ziskany nejvyssi absodsami pH = 6. Proto
byly v8echny experimenty s timto barvivem prosdpi pH = 6. Steji jako v gipact
roztoki fenolovécervere s cetylpyridinium chloridem bude proto i zde nubrét v potaz
raizné typy moznych interakci, nebgii pH = 6 patré neni fenolovacerver zcela
disociovana. Ribéh zavislosti na grafiE. 19 vykazuje zajimavou anomalii, kterou je
vzestup absorbance chloroformovéhorggku i nejvyssi koncentraci. Je mozné, e p
této koncentraci dochazi k dalSimu shlukovani mmilivanychc¢astic barviva do Gtvér
které mohou fechazet do chloroformu. Nelze ovSeiui, zda takto vzniklé agregaty
obsahuji¢astice tenzidu nebo ne.

Vysledky UV-VIS absorpni spektrofotometrie jsou v tomtaipadt v obecnych
rysech velmi podobné vysletin ziskanym touto metodou u roztok cetylpyridinium
chloridem. Ufady se stoupajici koncentraci barviva nebyly &jigtzadné zrny spekter
v zavislosti na koncentraci barviva, zatimcdady se stoupajici koncentraci tenzidu se
opét objevil obrazec, ktery se podoba obrazci pozaméwau @i méreni indikatorové
konstanty spektrofotometricky (graf 22). Jeho interpretace &pspaiva v ivaze o vlivu
tenzidu na disoctmi konstantu barviva, ktery se ovSem projevi &¢ pFekraieni
koncentrace tenzidu 2.1@nol/l.
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Vysledky fluorimetrie v tomto fipact také zajima¥ dophuji vysledky UV-VIS
absorgni spektrofotometrie. Wady se stoupajici koncentraci barviva dochazi kémiu
bathochromnimu posunu emisnich vinovych délek,neadi intenzita fluorescence se
vyznamié méni az u poslednich dvou roztokTo je ve shod s vysledky extradni
spektrofotometrie, kdyipnejvyssi koncentraci doslo ke vzestupu s#&né absorbance u
nejvyssi koncentrace barviva. Zde je mozné intéopeg¢ pokles intenzity fluorescence
zesilenim vlivu vnitniho filtru po druhotné agregaci molekul barvivapi@ je uvazovano
v prvnim odstavci této kapitoly. Uady se stoupajici koncentraci tenzidu nebyly
zaznamenany zadné vyznamnécamvinovych délek emisnich maxim. Zku mirny
pokles intenzity fluorescence se stoupajici komeenttenzidu je zesilen \ipacd
poslednich dvou vzotk Tento pokles nelzefigist na vrub vnitnimu filtru, ale mohl by
souviset se z#mou hodnoty disocimi konstanty barviva, o niZz je uvaZzovano
v piedchozim odstavci.

5.3. MERENI FLUORESCENCE S POLARIZOVANYM SV ETLEM

Fluorescetini mefeni provadna s polarizovanym sgtlem byla vyhodnocena
vypoctem hodnot 4,7 a hodnot anizotropie. Porovnanim rgtemych a vypétenych
hodnot 4,7 byla owiovana schopnost pouzitého spektrofluorimetru pr@iem
s polarizovanym stlem. Pouzity spektrofluorimetr Aminco Bowman Sertotiz nema
instalovany polarizéni hranoly, ale k polarizaci &tla pouziva polarizai filtry. Ze
ziskanych vysledk plyne dobra shoda natienych a vypétenych hodnotsl, 7. Odchylky
jsou tSinou malé, wadu procent, @asti hodnot se natfené a vypétené hodnotysk ;
liSi o cca 10 aZ 15 procent, vyjidre i vice. Relativni odchylka se di€ekavani zvysuje
tehdy, je-li intenzita fluorescence nizka. Protes#e intenzita fluorescence sniZzuje se
stoupajici koncentraci barviva, jelba uvazovat o vyznamnéem vlivu \mitho filtru. Tento
vliv se WtSinou projevi az ip fluorescenci dvou nejkoncentrovgsich vzorki. Vyjimku
ovSem pedstavuji roztoky fenolovéerveré s cetylpyridinium chloridem ip pH = 11
a fenolové cervert s cetrimidem, kdy intenzita fluorescencey 7l klesd vyznam&
v pribéhu celého koncentéaiho intervalu. Celkoy je vSak shoda nattenych
a vypaitanych hodnotsl, 7 natolik dobrd, Ze spektrofluorimetr Aminco Bowm@eries 2
s polariz&nimi filtry Ize povaZovat zaifstroj vhodny k mifenim v této praci.

Hodnoty anizotropie ve studovanych roztocich bglymukazat, zda wchto
roztocich dochazi k tvogbuspdadanych struktur¢i nikoli. Zavislost zjisénych hodnot
této veltiny na koncentraci fenolovéerveni se liSi podle pouzitého tenzidudjpadré
podle hodnoty pH roztoku. Véech gipadech, v roztocich s cetylpyridinium chloridein p
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pH = 6, cetrimidem a benzethonium chloridem, am@ae s koncentraci barviva stoupa.
To ukazuje na tvorbu agregatypu lyotropnich kapalnych krystaljejichz uspsadanost
stoupa s koncentraci barviva. U roziols cetylpyridinium chloridem ip pH = 6
a benzethonium chloridem se tomuto trendu vymyk&niprhodnota pro nejnizsi
koncentraci. V dalSich dvoutipadech, v roztocich s cetylpyridinium chloridenii p
pH = 11 a carbethopendecinium bromidem anizotrddesa s koncentraci barviva
a o0 zvysSujici se uspadanosti agregétnelze hovtit. Ve vSech pti pripadech vSak nelze
povaZovat za spolehlivé posledniédiodnoty, tedy hodnoty odpovidajici nejvySSim
koncentracim. Tyto hodnoty se jiz vyznamwodliSuji od hodnot ostatnich, coz je
pravdEpodobré zpisobeno silnym vlivem vnihiho filtru v €chto roztocich. O tom sdci
i hodnoty faktoru G. Zatimcorppéti nejnizSich koncentracich barviva se faktor Gv@ho
podle @ekavani piblizn¢ konstants, u poslednich dvou koncentraci jsou jeho hodnoty
extremré odliSné. Z tohoto pravidla se vymyka pouze rozatetylpyridinium chloridem
pii pH = 11, kdy je zcela odliSna jiz pata hodnotaaGpztok s benzethonium chloridem,
u nthoz je Sesta hodnota naopak ve velmi dobré&haredchozimi pti.

K vyvodim uvedenym v fedchozim odstavci je ovSetielba gistupovat obeztns
s ohledem na velikost zj8tych hodnot anizotropie. V experimentalnim uggani
pouzitém v této praci je horni limit hodnoty anizgtie 0,4 (17), (18). Vyjimkou z toho
muze byt tzv. vicefototnova excitace (19), (20), &tée ovSem dosazitelna pouze za
pouZziti laserové techniky. Ztoho plyne, Ze velidst hodnot anizotropie je zatizena
vyznamnou chybou. Bez vyhrad se jevi serioznimizpobodnoty zjigné pro roztoky
fenolové cerveni s cetylpyridinium chloridemtippH = 6 a benzethonium chloridem.
V piipact roztoki s carbethopendecinium bromidem j&tSina hodnot pod uvedenym
limitem krom& prvnich dvou. ProtoZe jiz byléeceno, Ze posledni dvhodnoty nejsou
vérohodné z jinych @voda, zbyvaji pouzeit hodnoty, které je mozné vzit v avahu. To je
vSak ilis maly pa@et na spolehlivé hodnoceni. V ostatnétyrech gipadech je iejme, Ze
hodnota anizotropie se émi s neénici se koncentraci barviva. To naime, Ze Ize
predpokladat uiitou miru usp&adanosti agregat barviva a jednotlivych tenzid
V nekterych gipadech tato uspadanost klesa se stoupajici koncentraci barvivadky
s cetrimidem a roztoky s cetylpyridinium chloridgsi pH = 11), jindy usptadanost se
stoupajici koncentraci barviva stoupa (roztoky &ylpgridinium chloridem pi pH = 6
a roztoky s benzethonium chloridem). V zavislosti koncentraci barviva se tedy¢ni
uspdadanost a iejme i velikost vzniklych agregat Takova skuténost by pak byla
v souhlase s interpretaci hypochromnich péspri extrakni spektrofotometrii podle
publikace (14).
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6. ZAVER
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Tato rigorézni prace se zabyvala studiem interakganického barviva fenolové
cervert stenzidy cetylpyridinium chloridem, carbethoperideim bromidem
prostednictvim extrakni spektrofotometrie, UV-VIS spektrofotometrie aasické
i fluorimetrie s polarizovanym stlem a dale stenzidy cetrimidem a benzethonium
chloridem s pouzitim pouze polarizované fluorineetri

V roztocich, které obsahovaly fenolov@erver a cetylpyridinium chlorid, byla
metodou extraini spektrofotometrie nalezenaddabsorgni maxima na A — pHikvce (i
hodnotach pH 6 a 11fiPobou hodnotach pH bylo provedeno studiutisipSnych roztok
dalSimi spektralnimi metodami (UV-VIS absonp spektrofotometrie, fluorimetrie),
jejichz vysledky ukazuji na agregadistic ve studovanych roztocich.

V roztocich fenolov&ervergé s carbethopendecinium bromidem byly vSefaint
uvedenymi metodami ziskany vysledky, které gdvrukazuji na vyznamnou tvorbu
agregai v téchto roztocich. Experimenty byly provady pii pH = 6, coZz je hodnota
ziskana jako maximum na A — pHikce namtené extraéni spektrofotometrii. Je
pozoruhodné, Ze vfpac obou tenzid (cetylpyridinium chlorid, carbethopendecinium
bromid) byly zaznamenany takovéto vysledkiyhmdnot pH = 6, tedy v oblasti, kde nelze
patrre predpokladat Uplnou disociaci barviva. To vede képdyvze i tvorbé agregai se
uplatiuji elektrostaticke sily i dalSi typy interakat% interakce, hydrofobni interakce).

Hodnoty anizotropie na#éhené v roztocich fenolovéerverg se vSemidctyimi
tenzidy @i ptisluSnych hodnotach pH vedou v kvalitativni ravik zawru, Ze mira
agregace zavisi na koncentraci barviva, idtmanoty anizotropie se s koncentraci barviva
meéni, pricemz v rkterych gipadech stoupaji, v jinych klesaji. Z pohledu kitativniho
je ovSem iteba konstatovat, Zze zg#te hodnoty anizotropie jsou z neznamyatvaiii
v nékterych gipadech nereélné.
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