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ABSTRAKT

Tato diplomova préce se zabyva studiem interakci mezi organickym barvivem
fenolovou cerveni a tenzidy cetrimidem a benzethonium chloridem s vyuzitim extrakeni
spektrofotometrie, UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie. Ve spektrech fenolové
cervené v pritomnosti obou pouZitych tenzida byly zji&ény zmeny, které byly ptipsany
tvorbé premicelarnich agregétu v disledku vyznamnych interakci mezi barvivem atenzidy.



ABSTRACT

This diplomathesis deals with study of interactions between organic dye phenol red
and tensides cetyltrimethylamoniumbromide and benzethoniumchloride with using
extraction photometry, UV-VIS spectrofotometry and fluorimetry. There were detected
changes in spectra of phenol red in presence of both used surfactants, which were ascribed
to a formation of premicellar aggregates as a consequence of significant interactions
between the dye and the tensides.
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1. UVOD



Interakce mezi riznymi tenzidy a barvivy jsou v souc¢asné dob¢ predmétem mnoha
studii. Bylo zji&éno, Ze pridavkem tenzidu do roztoku barviva miaze dojit ke zménam
v absorpcnim spektru barviva. Pavod téchto zmeén je zaleZitosti mnoha diskusi.

V riznych studiich se hovoii o tvorbé nespecifickych agregéta a specifickych
premicelarnich agregéta H-typu a Jtypu. Tyto specifické agregéty jsou zodpovédné za
hypsochromni a bathochromni posuny v absorpenich spektrech barviv.

Literarni zdroje se vétSinou tykaji interakci povrchové aktivnich latek a barviv
methyloranze, methylcervené a kyseliny pikrové, proto jsem se ve své diplomové préci
zamefila na fenolovou cerven, o jegjichZ interakcich s tenzidy jsem naSla jen méo
informaci.

Ke sledovani interakci mezi organickym barvivem fenolovou ¢erveni a tenzidy
cetrimidem a benzethonium chloridem jsem pouzila tiéi spektralnich metod: extrakeni
spektrofotometrii, UV-VIS spektrofotometrii a fluorimetrii. Posledni z uvedenych metod
byla zatim pouzivana k t¢émto U¢elim jen velmi fidce.



2. TEORETICKA CAST
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2.1. POVRCHOVE AKTIVNI LATKY —TENZIDY (1)

Tenzidy (povrchoveé aktivni 1&tky, surfaktanty) jsou latky, které maji vystupnovanou
schopnost snizovat povrchové napéti kapalin, zejména vody a vodnych roztokd, snizovat
mezipovrchové napéti mezi polarni a nepolarni kapalinou a zvySovat sméceni tuhych latek
kapalinami. Tyto vlastnosti jsou determinovany chemickou a fyzikani strukturou jejich
molekul, které maji asymetricky bipolarni charakter svyraznym dipdlovym momentem.
Tenzidy obsahuji vzdy dvé ¢asti — lipofilni a hydrofilni. Létky stouto strukturou molekuly
se hazyvaji amfipatické nebo také amfifilni.

Lipofilni je nepolarni ¢ast nebo ¢asti molekuly tenzidu, odpuzujici vodu a v jeji
piitomnosti se snazici vytvorit takovou prostorovou konfiguraci sostatnimi lipofilnimi
slozkami ve vodném systému, aby jejich vzgemné orientace umoznila tvorbu lipofilnich
kontaktt progttednictvim nevazbovych interakci. Z této oblasti interakci jsou molekuly
vody vytlacovany. Lipofilni slozku molekuly tvoii zpravidla uhlovodikové zbytky
aifatickych retézct alkani a alkenia nebo zbytky aromatickych slou¢enin (alkylbenzeny,
alkylfenoly, alkylnaftaleny). DalSi moznosti je polymerovany propylenglykol nebo
silikonové fetézce.

Naproti tomu hydrofilni jsou polarni ¢ésti molekuly tenzidu, které maji afinitu
k vodé a ve vodném prostiedi jsou v rizné mite hydratovany. To znamena, Ze se kolem
nich vytvori solvatacni obal z molekul vody vazanych diky vodikovym muastkim mezi
hydrofilni ¢asti molekuly tenzidu a molekulami vody. Mira hydratace polarni casti
molekuly tenzidu je ptimo Umérna jeji polarité. Tato difilnost zpasobuje, Ze v roztocich
tenzidi se uplatnuji vzgemné interakce vanderwalsovského charakteru nejen mezi
molekulami tenzidu, ale i mezi jednotlivymi molekulami tenzidu a molekulami
rozpoudedia. JelikoZ nejbeznéjSim rozpoudtédlem i sloZkou emulzi je voda, je nejcastéji
charakterizovano chovani tenzidu v jeho vodném roztoku. Hydrofilni ¢ésti molekuly
tenzidu mohou ve vodném roztoku disociovat, atehdy je hydrofilni ¢asti molekuly tenzidu
kationt, resp. aniont, nebo se chovaji jako amfolyt a jejich ndboj je zavisly na pH prostredi.
Jako polarni skupinu schopnou disociace nalézdme v tenzidech nejcastéji -COOH,
-O-SO3H, -SO3H, -NH; a kvarterni dusik. Pokud polérni skupina disociaci nepodiéha,
jednd se o neiontogenni tenzid. Prikladem takovych skupin jsou napt. —O-, -COO-,
-SO,NH-, -CONH-, -OH, dae fietézce polyetylenglykolové, polyglycerolove,
polyglukdzové, glukdza, sachardza, glycerol, glykol, kyselina citronova a dalsi.
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2.1.1. Vlastnosti tenzidua

Spole¢nou vlastnosti tenzidi je schopnost hromadit se na rozhrani fézi, kde
vytvareji palisadovité usporadany monomolekulérni film neboli monovrstvu. UZ pri nizké
koncentraci meéni energetické poméry na féazovém rozhrani a to se projevuje hlavné
snizenim povrchového napéti. Po dosaZeni urcité koncentrace tzv. kritické micelarni
koncentrace (cmc) je poléarni vrstva tenzidem téméi nasycena a molekuly nebo ionty
tenzidu sponténné agreguji do vétSich Utvari oznacovanych jako micely. Ty se sklédaji
z agregétu s velikosti typickou pro koloidni stav. Neasociované molekuly nebo ionty jsou
adsorbovany na féazovém rozhrani. Micely se pitimo neGcastni tvorby monomolekularni
vrstvy na fazovém rozhrani, ale v disledku dynamické rovnovahy mezi koncentraci micel a
neasociovanych molekul tenzidu ovliviuji povrchové napéti na rozhrani fazi. V zavislosti
na koncentraci tenzidu se vytvareji rizné typy micel. Pri koncentracich tenzidu, které prilis
neprevyduji jeho cmc, jsou micely nejprve priblizné kulovité (sférické) a pozustévaji
z nékolika desitek amfifilnich molekul nebo iontt tenzidu. P¥i vySSich koncentracich
tenzidu se kulovité micely spojuji na jesté vetsi tycinkovité az vidknité micely. Tyto
soustavy jsou vratné, nebot’ jejich ziedénim aZ na niZsi koncentraci, nez je prislusnd cmc,
vznikne opét pravy molekularni roztok. V oblasti cmc se prudce meéni fada fyzikanich
vlastnosti soustavy, jako vodivost, povrchové napéti, osmoticky tlak, hustota a dalsi, diky
tomu, Ze v mikrométitku se homogenni soustava zméni na heterogenni.

2.1.2. Rozdéleni tenzida

Podle schopnosti tenzidu disociovat ve vodeé se rozliduji tenzidy:
ionogenni (iontove)
neionogenni (neiontove)

Skupina ionogennich se dale ¢leni natenzidy:
anionaktivni (aniontoveé)
kationaktivni (kationtove)
amfolytické (amfoterni)
Aniontove tenzidy jsou latky, které se ve vodném prostiedi disociuji na povrchoveé
aktivni, negativné nabity aniont a zpravidla mensi kationt.
V kationtovém tenzidu ma povrchové aktivni ¢ast pozitivni naboj, proti ni stoji
maly aniont.
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Amfoterni tenzidy obsahuji aniontové i kationtové funkéni skupiny. Jejich néboj
z&visi ve vodném prostiedi na koncentraci vodikovych iontg, tj. na pH. Pti vysokém pH se
chovgji jako aniontové, pii nizkych hodnotéch pH jako kationtové. V urcité oblasti pH
v blizkosti neutralni oblasti existuji jako amfiony, takze se naboj vyrovnava Vykazuji
piitom malou rozpustnost ve vodé, na stupnici pH se hovoti o isoelektrické oblasti.

Neiontové tenzidy ve vodé nedisociuji.

2.1.3. Hydrofilné-lipofilni rovnovaha tenzida

Hydrofilng-lipofilni rovnovaha tenzidu se klasifikuje bezrozmérnym cislem HLB
(Hydrophylic-Lipophylic Balance). Je to pomér mezi intenzitou manifestace hydrofilnich a
lipofilnich vlastnosti jednotlivych ¢asti molekuly tenzidu. Pti hodnoté HLB do 9 prevliada
charakter lipofilni, 9 aZ 11 jsou hodnoty stiedni, kdy matenzid vcelku vyrovnane lipofilni a
hydrofilni vlastnosti a HLB nad hodnotu 11 znameng, Ze vlastnosti tenzidu urcuji prevazné
hydrofilni slozky.

Pro stanoveni nebo vypocet HLB tenzidu existuje nékolik metod. Pavodné se ¢islo
HLB stanovovalo méienim rozdélovaciho koeficientu tenzidu mezi vodou a olejovou
(lipoidni) fézi. Méteni rozdélovacino koeficientu je obtizné a neumoziuje objektivni
porovnani neiontovych a iontovych tenzida. V soucasnosti se nejvice pouzivaji hodnoty
HLB pocitané dohodnutym (konven¢nim) zptisobem sumace tabulkovych hydrofilnich a
lipofilnich prispévki jednotlivych chemickych skupin molekuly (prispévkovou metodou).

2.2. METODY MERENI

2.2.1. Extrakéni spektrofotometrie

Extrakéne-fotometricka stanoveni se vyuZivaji zejména v analyze 1€Civ, povrchové
aktivnich latek a pii stanoveni bilkovin. Stanoveni organickych kationtt (aniontd) jsou
zaloZzena na tvorb¢ jejich asocidlt sanionty (kationty) vhodné zvolenych kyselych
(bazickych) barviv ve vodném prostiedi. Z té&to vodné faze se pii optimalnim pH vytiepou
do vhodné organické faze nemisitelné sfazi vodnou, napt. do chloroformu, benzenu,
dichlormethanu apod. Za vhodnych podminek prejde do organické faze jen mnoZzstvi
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barevného protiiontu Umérné stanovované latce, proto lze fotometricky stanovit
koncentraci této 1atky.

Vlastni fotometrickd métreni se obecné drive realizovala v délicich ndlevkéch a
zahrnuji obvykle jedno- aZ vicenasobné vytiepani, ustéti vrstev podporované velmi ¢asto
centrifugaci, vlastni separaci vrstev a preneseni organické féaze do meérnych kyvet
spektrofotometru, ¢asto za pouZiti filtrace, tedy rada Ukoni relativné ¢asové néro¢nych a
pracnych. Proto se prof. Gaspari¢ a spolupracovnici (5) snaZili pouZit jednoduchého a
rychlého postupu, ktery by umoziioval provadét velky pocet stanoveni soucasné za stejnych
podminek. Misto v délicich ndlevkach provadéli cely pracovni postup jednorézové ve
zkumavkéach. Po protiepani na laboratorni trepacce ponechali deset minut usté vrstvy ve
svislé poloze a poté zkumavku sobéma vrstvami zasunuli do néstavce spektrofotometru
Spekol. Pri dodrzovani urcitych parametria (druh, iontova sila a pH pufru, vhodnost
pouZzitého barviva, koncentrace jeho vodného roztoku, ¢istota chloroformu a teplota, dae
vhodny vybér a myti zkumavek, jejich uzavirani a parametry tiepani) ziskali vysledky
sdobrou reprodukovatelnosti, které vyhovovaly pozadavkim jejich orientaénich pokusi,
pti nichz studovali z&kladni vztahy mezi strukturou a fyzikalné-chemickymi viastnostmi
stanovovanych organickych bézi a vhodnost raznych typi organickych barviv. Navic se
ukédzalo, Ze presnost téchto vysledka predéi vysledky ziskané béZznou metodikou
v délickach.

Ackoli je tento popisovany postup experimentdlné mnohem jednodussi a méné
pracny, prinasi dobré vysledky vsude tam, kde se extrakéng-fotometrickych stanoveni
pouZiva rutinng.

2.2.2. UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie patii mezi optické metody a je zaloZena na absorpci
elektromagnetického zéreni pii prichodu hmotou (vzorkem v kyvetg). Cést intenzity
prochazejiciho svételného paprsku se absorbuje, ¢ast prochazi kyvetou a méti se jeho
intenzita. Podminkou, aby sledovana létka absorbovala v ultrafialové nebo viditelné oblasti
zéreni, je pritomnost vazebnych p - elektront ve vazebnych molekulovych orbitalech a
neparovych elektrona v nevazebnych molekulovych orbitalech.

Prochézi-li svételny paprsek prostiedim, které je schopno absorbovat, je intenzita
paprsku vstupujicino vySSi nez intenzita paprsku prodého timto prostredim. Tento jev byl
v roce 1729 poprvé formulovan P. Bouguerem a pozdgji jeté jednou objeven Lambertem.
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Lze jg vyjadiit rovnici:

kde:

lo — intenzita vstupujiciho paprsku

| —intenzita paprsku po prichodu absorbujicim prostiedim
d —tloudtka vrstvy absorbujiciho prostiedi

b — absorpéni (napierovsky) koeficient

Prevedenim vztahu na dekadické logaritmy:

logl/lp=logT=-a.d

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

V roce 1852 ukézal Beer, Ze u mnoha roztokt vzniklych rozpu&énim létek, jez
absorbuji svétlo, je koeficient a ptimo amerny koncentraci ¢ rozpusténé latky. Spojenim
Lambertova vztahu a Beerovych poznatki je popsan zakladni vztah pro spektrofotometricé
metody chemické analyzy, Lambert-Beertiv zakon platny pro monochromatické svétlo:

A=¢.c.d=-logT=loglyI

kde:

A — absorbance

¢ — molarni koncentrace rozpu&ené 1atky
d —tloudt'ka absorbujici vrstvy

& —molarni absorpéni koeficient

Zavislost transmitance nebo absorbance na vinové délce zareni nazyvame absorpeni
spektrum. Absorpéni spektrum je tvoreno absorpénimi pasy. VInove délky maxim a minim
v absorpénim spektru, jeho tvar a velikosti absorpénich koeficienti jsou zavislé na
strukture latky. Souvislost struktury létky s pribéhem absorpéniho spektra se vyznamné
uplatnuje pii identifikaci latek.

Vlivem chemickych zmen, napi. zavedenim dalSi charakteristické skupiny do
molekuly nebo zménou pouZzitého rozpoudtédia nastdva posun absorpéniho maxima:

- posun se zménou vinové délky absorpéniho maxima

15



a) bathochromni posun — posun smérem k vy3Si vinoveé délce maxima
b) hypsochromni posun — posun pri snizovani vinoveé délky maxima
- posun se zménou intenzity absorpéniho maxima (tj. zménou molérniho absorpéniho
koeficientu)
a) hyperchromni posun — provézen zvySenim intenzity maxima absorpéniho
pasu
b) hypochromni posun — provéazen poklesem absorbance

2.2.3. Fluorimetrie

Nekteré latky maji schopnost za urcitych podminek vysilat (emitovat) luminiscenéni
z&reni. Fotoluminiscencni zareni pritom vysilaji molekuly excitované ultrafialovym nebo
viditelnym zarenim pii navratu do nizSiho energetického stavu. Pii fotoluminiscenci léatka
nejdiive absorbuje elektromagnetické zéteni (primarni zareni), molekuly se dostavaji do
excitovaného stavu, pii prechodu do stabilngjsiho stavu o niZsi energii uvoliuji energii ve
formé emise zéreni (sekundarni zareni). Emitované zareni ma mensi energii pocitanou na
foton nez primarni (budici) zéreni atedy delSi vinovou délku.

Rozezndvadme dva typy fotoluminiscence:

- Fluorescence je druh fotoluminiscence, u niz dochazi k emisi svétla sdobou dosvitu
10°a2 10° s
- Fosforescence je charakterizovana obvyklou dobou dosvitu 102 a7 103 s

Z organickych sloucenin fluoreskuji aromatické slouceniny s volnymi p - elektrony,
zejména takové, které mohou tvorit tautomerii, isomerii, maji konjugovany systém,
kondenzované heterocykly (antrachinon).

Fluorescenci charakterizuji dvé spektra: emisni a excitacni. Excitacni spektrum
vyjadiuje zavislost emisniho signalu tj. intenzity fluorescence na vinové délce primérniho
zéreni skonstantni intenzitou. Emisni spektrum udavé zavislost intenzity fluorescence na
vinoveé délce sekundarniho zéreni pii konstantnich podminkach primarniho zéreni.

Vyhodou fluorimetrie je vysoké selektivnost a citlivost. Selektivnost vyplyva ze
skute¢nosti, Ze pouze omezeny pocet l1&tek vykazuje fluorescenci a Ze vedle vinové délky
emise je v urcitém rozmezi volitelna i vliastni délka excitacniho zareni.
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2.3.UZITi TENZIDU VE VEDECK YCH POZOROVANICH

Fenolova cerven je predmétem jen mala védeckych praci, proto se zde spiSe
zamétuji na uziti tenzida ve védeckych pozorovénich.

2.3.1. Interakce tenzidi sDNA, role hydrofébnich vlastnosti a povrchového
naboje nainterkalaci atani DNA.

Autoti préce (2) se zabyvali vlivem povrchové aktivnich latek na DNA. Jgjich
pokusy byly zaloZeny na navézani 9-(anthrylmethyl)trimethylammonium chloridu (dale
sonda) na DNA teleciho brzliku. Tento komplex pouzili pro sledovéani G¢inki rtznych
tenzidi, jako prisad k DNA. Tenzidy se liSily svym elektrickym n&bojem a délkou fetézce.
Vlivy pridanych tenzida byly srovndvany svlivy malych organickych kationtti nebo soli.
Tyto pokusy vedly k nasledujicim zavéram. Kationické tenzidy nebo soli zpasobovaly
strukturdni zmeény v DNA a vedly k uvolnéni sondy, nicmeéng kationické tenzidy zpasobuji
uvolinovani v mnohem niz8i koncentraci neZz soli. Naopak prisady anionickych tenzida
v destabilizaci komplexu sondy s DNA selhaly. Béhem vyzkumu byly pouZity razné
metody zkoumani, napt. fluorescencni spektroskopie.

Vysledkem téchto rozsahlych pokusi je dukaz vlivu tenzidi nebo jinych prisad
na DNA, coZ obecn¢ zvy3uje teplotu tdni DNA o nékolik stupni Celsia.

2.3.2. Vliv alkoholu na rozdélovaci rovnovahu fenolové éervené v micelarnich
roztocich a mikroemulzich anionickych tenzidia typu o/v.

V této sudii (3) indi¢ti autori zkoumali vliv alkoholu na rozdélovaci rovnovahu
organického barviva fenolové cervené v mikroemulzich typu o/v. Byl zkouman vliv
alkoholu na rozdélovaci rovnovahu barviva v micelarnich roztocich. Mikroemulze byly
stabilizovény uZitim dvou anionickych tenzida dodecylsulfatu sodného (SDS) a
dodecylbenzensulfonatu sodného (SDBS) a uzitim riznych alkohol propan-1-olu, propan-
2-0lu, butan-1-olu, butan-2-olu, pentan-1-olu, pentan-2-olu a pentan-3-olu jako kotenzidi.
Fenolova ¢erven byla pro tuto studii vybrana, protoZe se nesrézi v piitomnosti anionickych
tenzidi a vykazuje barevné zmeény v mirném rozsahu pH.
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Vysledky ukazuji na moznost vstupu alkoholu do raznych ¢asti micel a do fazového
rozhrani olej-voda. V mikroemulznich systémech rozdélovaci konstanta Kp vzrastéd se
zvySovanim objemu olejove faze v dusledku pripojovani barviva do palisddové vrstvy
fézového rozhrani. V daném objemu olejové faze rozdélovaci konstanta stoupa s vymeénou
alkoholt v pofadi: propan-2-ol < propan-1-ol < butan-2-ol < butan-1-ol < pentan-3-ol <
pentan-2-ol < pentan-1-ol. Tento trend je ptisuzovany synergické povrchové aktivité mezi
tenzidem a alkoholem. Rozd¢lovani barviva do micel nebo fazového rozhrani olej-voda
bylo vySSi v piipadé SDBS nez SDS.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. POUZITE CHEMIKALIE

PFi svych pokusech jsem pouzivala nasledujici chemikélie:
- Benzethoniumchlorid (viz vzorec ¢. 1) — SIGMA,
- Cetrimid — cetyltrimethylamoniumbromid (viz vzorec ¢. 2) — MERCK (for cosmetics)
- Fenolova cerven (viz vzorec ¢. 3) — Lachema n.p. Brno, pouzita zkratka FC
- Hydroxid sodny — Lachema n.p. Brno, zavod Neratovice
- Chloroform — Lacheman.p. Brno, 0.z. Neratovice
- Kyselina boritd— Lachemaa.s. Neratovice
- Kyselina fosfore¢na — Lacheman.p. Brno, 0.z. Neratovice
- Kyselinaoctova— Lachema as. Neraovice
- Deionizované voda piipravena reverzni osmozou

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

H;C
CH
\ +/ 8
N

NN
(@]
CHj3
CHj3 )
H3C cl
e CHj3

Vzorec €. 2: Cetrimid (M, = 364,46)
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Vzorec €. 3. Fenolova cerven (M, = 354,44)

OH Q

S0zH

3.2. POUZITE PRiISTROJE

Béhem své préce jsem pouzivala tyto pristroje:
Digitélni analytické vahy — Sartorius
Mechanicka laboratorni tiepacka LT-2 — Kavalier Sdzava
pH metr PerpHect 350 — ORION
Spektrofotometr SPEKOL — Carl Zeiss, Jena
Spektrofotometr HP 8453 — Hewlet-Packard
Fluorimetr — Aminco Bowman Series 2 — Thermo Spectronic

3.3. SEZNAM POUZITYCH ROZTOK U

PFi svych métenich jsem pouzivala ndsledujici roztoky:
- Z&kladni vodné roztoky fenolové cervens o koncentracich 1.10° mol.I* a1.10™* mol.I*
- Vodné roztoky tenzidi (cetrimid a benzethonium chlorid) o koncentracich 1.10° mol.I™
a1.10* mol.I"*
- Univerzalni pufr podle H.T.S. Brittonaa R.A. Robinsona (4) o pH 2,09 — 11,98
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3.4. PRACOVNI POSTUP

3.4.1. Cetrimid

3.4.1.1. Sledovéani vlivu pH pufru a doby tfepani na absorbanci v extrakéni
spektrofotometrii

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu (cetrimidu), 3 ml Britton-
Robinsonova pufru o potrebném pH, 5 ml chloroformu a 1 ml fenolové cervené o
koncentraci 4.10™ mol.I". Tento roztok jsem pipravila smisenim 0,4 ml zasobniho roztoku
FC o koncentraci 10° mol.I"* a 0,6 ml vody. Do slepych vzorkii jsem napipetovala misto
tenzidu 1 ml vody. Po deseti minutach tiepani na tiepacce jsem metila absorpéni maximum
u jednoho vybraného vzorku proti slepému vzorku (viz tabulka ¢.1).

Tabulka ¢.1: Méfeni absorpéniho maxima

[ [nm] A
395 0,190
400 0,195
405 0,190
410 0,185
420 0,165
430 0,135

V tabulce ¢.1 jel vinovadélkaaA je absorbance.

NejvysSi absorbance byla namétrena pii vinové délce 400 nm. V odborné literatuie
bylo uvedeno absorpéni maximum pii 420 nm, proto jsem dalSi méteni provadéla pri téchto
dvou vinovych délkach.

Déle jsem metila absorbanci v3ech vzorkua proti slepym vzorkam pii 400 a 420 nm
po deseti, dvaceti atriceti minutéch tiepéni (viz tabulky ¢.2, €.3, ¢.4).
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Tabulka ¢.2: Méfeni po deseti minutach trepani

meéteni pii 400 nm meéteni pii 420 nm
pH A pH A

5 0,100 5 0,120

6 0,195 6 0,185

7 0,195 7 0,175

8 0,180 8 0,175

9 0,145 9 0,140
10 0,100 10 0,095
11 0,135 11 0,125
12 0,075 12 0,065

Tabulka ¢.3: Méfeni po dvaceti minutach trepani

meéteni pii 400 nm meéteni pii 420 nm
pH A pH A

5 0,205 5 0,165

6 0,245 6 0,215

7 0,225 7 0,205

8 0,255 8 0,220

9 0,220 9 0,195
10 0,135 10 0,125
11 0,180 11 0,160
12 0,060 12 0,055

Tabulka ¢.4: Méfeni po triceti minutach trepani

meéteni pii 400 nm meéteni pii 420 nm
pH A pH A

5 0,235 5 0,185

6 0,270 6 0,175

7 0,250 7 0,210

8 0,265 8 0,225

9 0,240 9 0,200
10 0,135 10 0,120
11 0,175 11 0,155
12 0,055 12 0,045
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NejvySSi absorbance jsem namétila u vzorkt o pH=8 s dobou trepani téicet minut. U
doby deset minut jsou nejniZsi, po dvaceti minutéch nésleduje vétsi skok v hodnotéch
absorbanci, ale pii tticeti minutéch neni narast tak vyznamny. Pri dalSich méfeni postaci
doba trepani dvacet minut.

3.4.1.2. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH=8

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu (cetrimidu), 3 ml Britton-
Robinsonova pufru o pH=8, 5 ml chloroformu a 1 ml fenolové cervené o potiebné
koncentraci. Tim jsem vytvorilafadu vzorka o stoupgjici koncentraci fenolové cerveng (viz
tabulka ¢.5). Priprava slepych vzorka se liSila tim, Ze jsem napipetovala misto tenzidu 1 ml
vody. Po dvaceti minutach tiepani jsem metila absorbanci pii 400 a 420 nm.

Tabulka ¢.5: Priprava vzorki o stoupgjici koncentraci

Koncentrace FC [mol.I"] | 1.10° 210"  4.10" 6.10° 8.10° 1.10°
Objem FC [ml] 01 02 0,4 0,6 0,8 1
Objem vody [ml] 09 08 0,6 0,4 0,2 0

3.4.1.3. UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie s pouzitim pufru o pH=8

Vzorky jsem pripravila v k&dinkach odpipetovanim 0,8 ml tenzidu o koncentraci
1.10* mol.I", potiebného mnoZstvi zésobniho roztoku fenolové cervens o prislusné
koncentraci, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru o pH=8 a dopinénim do 4 ml vodou (viz
tabulka ¢.6). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut sté&. Absorpéni spektra jsem
métila proti slepym vzorkam, které predstavovaly roztoky fenolové cervené o dané
koncentraci, 1,6 ml pufru o pH=8 a doplnéné vodou do 4 ml (viz tabulkac. 7).
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Tabulka &.6: Priprava vzorki pri koncentraci tenzidu 2.10° mol .|

&vz. [c[moll ] | Vee [mI] | ca[moll™ | Ve[ml] | Vp[ml] | Vy[mi]
1 10 0,8 2.107 0,8 1,6 0,8
2 10 1,6 4.107 0,8 1,6 0
3 103 0,24 6.107 0,8 1,6 1,36
4 103 0,32 8.107 0,8 1,6 1,28
5 10 0,4 10 0,8 1,6 1,2
6 103 0,8 2.10™ 0,8 1,6 0,8
7 10 1,2 3.10* 0,8 1,6 0,4

V tabulce ¢.6 je ¢ koncentrace zasobniho roztoku fenolove cerveng, Vee je objem
z&sobniho roztoku fenoloveé cervené a c, je koncentrace fenolové cervené ve vzorku, Vi

objem zasobniho roztoku tenzidu, V, objem pufru a Vv objem vody.

Tabulka . 7: Priprava slepych vzorka

&d.vz | ci[moll™] | Vee[ml] | ca[moll™] | Vp[mi] Vy [ml]
1 0 0 0 1,6 2,4
2 10 0,8 2.107 1,6 1,6
3 10 1,6 4.107 1,6 0,8
4 10 0,24 6.107 1,6 2,16
5 103 0,32 8.107 1,6 2,08
6 103 0,4 10 1,6 2,0
7 10 0,8 2.10* 1,6 1,6

V tabulce ¢.7 je ¢ koncentrace zasobniho roztoku fenolove cerveng, Vee je objem
z&sobniho roztoku fenolové cerveng, c; je koncentrace fenolové ¢ervené ve slepém vzorku,
V, objem pufru a'Vy objem vody.

3.4.14. UV-VIS gpektrofotometrie a fluorimetrie u fady se stoupajici
koncentraci tenzidu a pufrem pH=8

Vzorky jsem pripravila v k&dinkach odpipetovanim potiebného mnozstvi tenzidu
0 pifslugné koncentraci, 0,8 ml zésobniho roztoku fenolové &erveng o koncentraci 1.10™
mol.I*, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru o pH=8 a doplnénim do 4ml vodou (viz tabulka
¢.8). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut stét. Absorpéni spektra jsem meétila proti
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slepému vzorku, ktery predstavoval roztok 0,8 ml tenzidu o koncentraci 2.10° mol.I™,
1,6 ml pufru o pH=8 a doplnéné vodou do 4 ml (viz tabulka ¢.9).

Tabulka ¢.8: Piprava vzorki pii koncentraci fenolové cervens 2.10° mol.I™*

&vz. | ca[moll™ | Ve[ml] [ca[moll™ | Vee[ml] | Vo[mi] | 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 tabulce ¢.8 je c3 koncentrace zasobniho roztoku tenzidu, V: je objem z&sobniho
roztoku tenzidu, c, je koncentrace tenzidu ve vzorku, Vg objem zésobniho roztoku
fenolové cerveng, V|, objem pufru aVy objem vody.

Tabulka ¢.9: Priprava slepého vzorku pri koncentraci fenolové gerveng 2.10° mol.I™*
& d.vz [ca[moll™] | Ve[ml] [ ca[moll™ | Vee [ml] | Vp[ml] | Vy[mi]
1 10* 0,8 2.10° 0 1,6 1,6

V tabulce ¢.9 je c3 koncentrace zasobniho roztoku tenzidu, V: je objem z&sobniho
roztoku tenzidu, ¢4 je koncentrace tenzidu ve slepém vzorku, Vee objem zasobniho roztoku
fenolové cerveng, V|, objem pufru aVy objem vody.

3.4.2. Benzethonium chlorid

3.4.2.1. Sledovani vlivu pH pufru a doby ti¥epani na absorbanci v extrakéni
spektrofotometrii

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu (benzethonium chloridu), 3 ml
Britton-Robinsonova pufru o potiebném pH, 5 ml chloroformu a 1 ml fenolové ¢erveng
o koncentraci 4.10* mol.I"". Tento roztok jsem pripravila smisenim 0,4 ml zasobniho
roztoku FC o koncentraci 10° mol.I* 20,6 ml vody. Do slepych vzorki jsem napipetovala
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misto tenzidu 1 ml vody. Po deseti minutéch tiepani na tiepacce jsem metila absorpéni
maximum u jednoho vybraného vzorku proti slepému vzorku (viz tabulka ¢.10).

Tabulka ¢.10: Méteni absorpeéniho maxima

[ [nm] A
395 0,250
400 0,250
405 0,240
410 0,230
420 0,200
430 0,165

NejvysSi absorbance byla namétrena pii vinové délce 400 nm. V odborné literatuie
bylo uvedeno absorpéni maximum pii 420 nm, proto jsem dalSi méteni provadéla pri téchto
dvou vinovych délkach.

Déle jsem metila absorbanci vech vzorkua proti slepym vzorkam pii 400 a 420 nm
po deseti, dvaceti a triceti minutéch tiepéni (viz tabulky ¢.11, ¢.12, ¢.13).

Tabulka ¢.11: Méteni po deseti minutéch trepani

meéteni pti 400 nm meéteni pii 420 nm
pH A pH A

5 0,260 5 0,230

6 0,280 6 0,280

7 0,325 7 0,300

8 0,240 8 0,220

9 0,260 9 0,235
10 0,225 10 0,200
11 0,130 11 0,145
12 0,180 12 0,180

27



Tabulka ¢.12: Méteni po dvaceti minutéach trepani

meéteni pii 400 nm meéteni pii 420 nm
pH A pH A

5 0,345 5 0,290

6 0,360 6 0,320

7 0,410 7 0,330

8 0,390 8 0,300

9 0,275 9 0,285
10 0,295 10 0,255
11 0,195 11 0,155
12 0,205 12 0,170

Tabulka ¢.13: Méteni po triceti minutéch trepani

meéteni pii 400 nm meéteni pii 420 nm
pH A pH A

5 0,410 5 0,355

6 0,420 6 0,355

7 0,440 7 0,380

8 0,380 8 0,345

9 0,390 9 0,350
10 0,285 10 0,310
11 0,210 11 0,170
12 0,215 12 0,190

NejvysSi absorbance jsem namétila u vzorki o pH=7 s dobou tiepani tricet minut. U
doby deset minut jsou nejniZsi, po dvaceti minutéch nésleduje vétsi skok v hodnotéch
absorbanci, ale pii tticeti minutéch neni narast tak vyznamny. Pri dalSich méfeni postaci
doba trepani dvacet minut.

3.4.2.2. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH=7

Do zkumavek jsem odpipetovala 1 ml tenzidu (benzethonium chloridu), 3 ml
Britton-Robinsonova pufru o pH=7, 5 ml chloroformu a 1 ml fenolové ¢ervené o potrebné
koncentraci. Tim jsem vytvorilafadu vzorka o stoupgjici koncentraci fenolové cerveng (viz
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tabulka ¢.5). Priprava slepych vzorku se lisilatim, Ze jsem napipetovala misto tenzidu 1 ml
vody. Po dvaceti minutéch tiepani jsem métila absorbanci pii 400 a 420 nm.

3.4.2.3. UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie s pouZitim pufru o pH=7

Vzorky jsem pripravila v k&dinkach odpipetovanim 0,8 ml tenzidu o koncentraci
1.10* mol.I"", potiebného mnoZstvi zésobniho roztoku fenolové cervens o prislusné
koncentraci, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru o pH=7 a dopinénim do 4 ml vodou (viz
tabulka ¢.6). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut sté&. Absorpéni spektra jsem
métila proti slepym vzorkam, které predstavovaly roztoky fenolové cervené o dané
koncentraci, 1,6 ml pufru o pH=7 a doplnéné vodou do 4 ml (viz tabulkac. 7).

3.4.24. UV-VIS gpektrofotometrie a fluorimetrie u fady se stoupajici
koncentraci tenzidu a pufrem pH=7

Vzorky jsem pripravila v kédinkach odpipetovanim potiebného mnozstvi tenzidu
0 pifslusné koncentraci, 0,8 ml zésobniho roztoku fenolové erveng o koncentraci 1.10™
mol.I*, 1,6 ml Britton-Robinsonova pufru o pH=7 a doplnénim do 4ml vodou (viz tabulka
¢.8). Vzorky jsem promichala a nechala 10 minut stét. Absorpéni spektra jsem meétila proti
slepému vzorku, ktery predstavoval roztok 0,8 ml tenzidu o koncentraci 2.10° mol.l™,
1,6 ml pufru o pH=7 a doplnéné vodou do 4 ml (viz tabulka ¢.9).
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4.VYSLEDKY
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41. VYSLEDKY STUDIA INTERAKCI FENOLOVE CERVENE
SCETRIMIDEM

4.1.1. Extrakéni spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH=8

Podle kapitoly 3.4.1.2. jsem métila absorbanci chloroformovych vytrepka proti
slepym vzorkam po dvaceti minutéch trepani pri vinovych délkach 400 a 420 nm (viz
tabulka ¢.14) a naméiené hodnoty jsem zpracovala do grafu ¢.1.

Tabulka ¢.14: Méteni po dvaceti minutéach trepani

meéteni pti 400 nm meéteni pii 420 nm
¢.vzorku A ¢.vzorku A
1. 0,120 1. 0,100
2. 0,220 2. 0,175
3. 0,260 3. 0,230
4. 0,260 4. 0,225
5. 0,220 5. 0,195
6. 0,200 6. 0,180

Graf ¢.1
Extrakéni spektrofotometrie pf¥i pH 8
0,400
0,350
0,300
8 ﬂ
2 0,250 /
@ /_\\
£ 0,200 Eﬁ
(@]
3 0,150 //./
< 1 .‘//
0,100 —— 400 nm | |
0,050 —8— 420 nm |
0,000 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Cislo vzorku

31



4.1.2. UV-VIS spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH=8

Absorpéni spektra vzorki, obsahujicich konstantni koncentraci tenzidu cetrimidu
2.10° mol.I" a razné koncentrace fenolové cervens, jsem ziskala z msteni na UV-VIS
spektrofotometru proti  prisluSnym slepym vzorkam (viz kapitola 3.4.1.3.). Hodnoty
absorbanci pti vinovych délkéch 432 a 559 nm jsem zpracovala do tabulky ¢.15. Graf ¢.2

znézoriiuje spektra pii koncentracich 2.10™ mol.I"t 2 3.10 mol.I ™.

Tabulka ¢.15: Hodnoty namétenych absorbanci pii 432 a 559 nm

o [mol.I™] | A pri 432 nm| A pti 559 nm
2.107 0,003 0,0078
4.107 0,0032 0,0084
6.107 0,0022 0,0057
8.107 0,0034 0,0087

10 0,0041 0,009
2.10" 0,1904 0,4356
3.10™ 0,1543 0,4935

V tabulce ¢.15 je ¢, koncentrace fenolové ¢ervené ve vzorku.

Graf ¢.2
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4.1.3. Fluorimetrie s pouZitim pufru o pH=8

Na fluorimetru jsem métila spektra vzorki i slepych vzorka (viz kapitola 3.4.1.3.).
Citlivost jsem nastavila na nejméné koncentrovany vzorek, resp. slepy vzorek. Ze spekter
jsem odecetla vinovou délku, pti niz byla fluorescence maximélni a intenzity fluorescence
v emisnim maximu u jednotlivych vzorkt a slepych vzorkt a usporadala do tabulky ¢.16.
V zorové emisni fluorescen¢ni spektrum vzorku ¢.2 znazoriuje graf ¢.3.

Tabulka ¢.16: VInové délky a intenzity fluorescence v emisnim maximu

¢.vzorku| | [nm] | ¢. dep.vzorku| | [nm]

1 582 6,115 - -

2 585 6,331 2 581 6,012
3 587 5,518 3 589 6,006
4 501 4,322 4 589 5,533
5 595 3,531 5 592 4,131
6 601 0,889 6 594 3,349
7 604 0,518 7 602 1,184

V tabulce ¢.16 je | vinové délka, pri niz byla fluorescence maximalni al intenzita
fluorescence.

Graf ¢.3
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4.1.4. UV-VIS spektrofotometrie u Fady se stoupajici koncentraci tenzidu a
pufrem pH=8

Métenim na UV-V1S spektrofotometru proti slepému vzorku jsem ziskala absorpéni
spektra vzorki obsahujicich konstantni koncentraci fenolové cervens 2.10° mol.I* a
liSicich se koncentraci tenzidu cetrimidu (viz kapitola 3.4.1.4.). Tabulka ¢.17 vyjadiuje
zmeény absorpcniho maxima v zavislosti na koncentraci tenzidu. Graf ¢.4 zobrazuje spektra
vSech métenych vzorka.

Tabulka ¢.17: Zmeny absorpéniho maxima s koncentraci tenzidu

Ca[molI™] | Amax [N
2.10° 559
4.10° 560
6.10° 562
8.10° 568

10" 571
2.10" 574
3.10" 574

V tabulce ¢.17 je ¢4 koncentrace tenzidu ve vzorku aAmax j€ absorpéni maximum pri
dané koncentraci tenzidu.
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4.1.5. Fluorimetrie u Fady se stoupajici koncentraci tenzidu a pufrem pH=8

Na fluorimetru jsem metila spektra vzorka.(viz kapitola 3.4.1.4.). Citlivost byla
nastavena na nemén¢ koncentrovany vzorek. VInové délky vzorkd, pii nichz byla
namérena maximéni fluorescence a intenzity fluorescence jsem uspotradala do tabulky

¢.18. Graf ¢.5 zndzornuje emisni fluorescencni spektrum vzorku ¢.4.

Tabulka ¢.18: VInové délky a intenzity fluorescence v emisnim maximu

¢.vzorku | | [nm] I
1 588 6,398
2 588 6,564
3 591 6,416
4 601 6,045
5 603 6,189
6 605 6,694
7 605 7,099

Graf ¢.5
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4.2. VYSLEDKY STUDIA INTERAKCI FENOLOVE CERVENE
SBENZETHONIUM CHLORIDEM

4.2.1. Extrakéni spektrofotometrie s pouZitim pufru o pH=7

Meéfila jsem absorbanci chloroformovych vytiepka proti slepym vzorkam (viz
kapitola 3.4.2.2.) po dvaceti minutach trepani pii vinovych délkach 400 a 420 nm (viz
tabulka ¢.19) a hodnoty z této tabulky jsem zpracovala do grafu ¢.6.

Tabulka ¢.19: Méteni po dvaceti minutéach trepani

meéteni pti 400 nm meéteni pii 420 nm
¢.vzorku A ¢.vzorku A
1. 0,230 1. 0,195
2. 0,330 2. 0,295
3. 0,310 3. 0,275
4. 0,315 4. 0,270
5. 0,315 5. 0,205
6. 0,260 6. 0,220
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4.2.2. UV-VIS spektrofotometrie s pouzitim pufru o pH=7

Absorpéni  spektra vzorka, obsahujicich konstantni  koncentraci  tenzidu
benzethonium chloridu 2.10° mol.I™ a rizné koncentrace fenolové Gerveng, jsem ziskala
z méteni na UV-VIS spektrofotometru proti prisluSnym slepym vzorkim (viz kapitola
3.4.2.3.). Vzorové spektrum znézornuje graf ¢.7. Absorpeni maxima jsou 432 a 559 nm.

Graf ¢.7
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4.2.3. Fluorimetrie s pouZitim pufru o pH=7

Na fluorimetru jsem métila spektra vzorki i slepych vzorka (viz kapitola 3.4.2.3.).
Citlivost jsem nastavila na nefméné koncentrovany vzorek resp. slepy vzorek. Ze spekter
jsem odecetla vinovou délku, pii niz byla fluorescence maximéni a intenzitu fluorescence
v emisnim maximu u jednotlivych vzorkt a slepych vzorkt a usporadala do tabulky ¢.20.
Graf ¢.8 zndzornuje emisni fluorescencni spektrum vzorku ¢.3.
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Tabulka ¢.20: VInové délky a intenzity fluorescence v emisnim maximu

¢. vzorku [ [nm] | ¢. dep.vzorku | | [nm]
1 517 6,272 - -
2 527 6,328 2 517 6,133
3 529 4,660 3 527 6,134
4 526 3,367 4 526 4511
5 521 2,212 5 527 3,318
6 595 0,476 6 591 0,924
7 601 0,428 7 593 0,435
Graf ¢.8
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4.2.4. UV-VIS spektrofotometrie u fady se stoupajici koncentraci tenzidu a
pufrem pH=7

Métenim na UV-V1S spektrofotometru proti slepému vzorku jsem ziskala absorpéni
spektra vzorki obsahujicich konstantni koncentraci fenolové cervens 2.10° mol.I* a
liSicich se koncentraci tenzidu benzethonium chloridu (viz kapitola 3.4.2.4.). Vzorové
spektrum uvadim pouze v kapitole 4.2.2., protoZe tenzid ani vySSi koncentrace barviva
spektranijak neovlivnily.
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4.2.5. Fluorimetrie u Fady se stoupajici koncentraci tenzidu a pufrem pH=7

Na fluorimetru jsem metila spektra vzorki.(viz kapitola 3.4.2.4.). Citlivost byla
nastavena na nemén¢ koncentrovany vzorek. VInové délky vzorkd, pii nichz byla
namérena maximalni fluorescence a intenzity fluorescence jsem usporédala do tabulky
¢.21. Graf ¢.9 zndzornuje emisni fluorescencni spektrum vzorku ¢.1.

Tabulka ¢.21: VInové délky a intenzity fluorescence v emisnim maximu

¢. vzorku [ [nm] I
1 517 6,083
2 514 6,579
3 515 6,029
4 517 6,107
5 517 6,139
6 517 6,301
7 517 6,333

Graf ¢.9
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5. DISKUSE
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5.1. INTERAK CE FENOLOVE CERVENE SCETRIMIDEM

Pokusy provedené extrakeni spektrofotometrii sroztoky obsahujicimi cetrimid a
fenolovou cerven ukézaly absorpeni maximum pii pH=8. Podle literatury (12) je horni mez
funkéni oblasti (prechodového intervalu) fenolové cerveng 8,2. Jiz tento fakt ziejmé svédci
0 existenci vzgemného ovliviiovani (interakce) obou latek. Je totiz znamo, Ze tenzidy
mohou ovlivnit hodnotu pK barviva i velikost funkéni oblasti. Podle z&konu, jimiz se tidi
procesy extrakéni spektrofotometrie, je tieba ocekdvat nalezeni absorpéniho maxima
v oblasti, kde je barvivo zcela disociovano, proto je mozné soudit, Ze cetrimid ma vliv na
pK fenoloveé ¢ervene. Z grafu ¢.1 nastr.31 |ze vycist prabéh zavislosti absorbance pii pH=8
a pri absorpénich maximech na piebytku barviva pri konstantni koncentraci tenzidu. Tento
prabeh je zcela ve shodé s diive namétenymi analogickymi zavislostmi u jinych barviv a
tenzidi, napriklad u roztoka cetrimidu a methylcerveng, pripadné cetylpyridinuim chloridu
amethylcervene (13).

Je zgjimavé, Ze v pripadé UV-VIS absorpenich spekter nelze vypozorovat témer
Z&dné pozoruhodné jevy pii zvy&dujici se koncentraci barviva v roztocich. VInové délky
absorpénich maxim ve viditelné oblasti zistédvaji konstantni a ani hodnoty absorbanci
v téchto maximech nevykazuji u prvnich péti roztoka (viz tab.¢.15 na str.32) zadny trend.
Drobneé fluktuace téchto absorbanci jsou zptsobeny malymi nepresnostmi pii pripravé
roztoki a odpovidajicich slepych roztokt a nelze jim prisuzovat né&jaky vyznam.
Pozoruhodny je aZ razantni vzestup absorbanci posednich dvou roztoku. Graf ¢.2 na téze
strané ukazuje absorpeni krivky prisluSgjici témto obéma roztoktim. Kiivky se protingji,
coz by bylo mozné prisoudit dvéma v Uvahu prichazejicim jevam. Jednim moznym
vysvétlenim je pocingjici agregace molekul barviva v roztoku za danych podminek, kterd
se vtomto pripadé projevuje hyperchromné-hypochromnim posunem. Druhym moznym
vysvétlenim je vliv samotného tenzidu. Zde je vSak otézkou, pro¢ se tento vliv projevi az
pii tak velkém prebytku barviva. Je moZzné uvaZzovat i o tom, Ze zji&téné skutecnosti, tj.
vzestup absorbanci a kiiZeni absorpénich kiivek, jsou zpusobeny synergickym pasobenim
obou prévé zminénych jevi.

Vysledky méieni absorpénich UV-VIS spekter jsou ve shodé svysledky mereni
spekter  fluorescencnich, kdy se zvy3ujicim se prebytkem barviva dochazi
k bathochromnimu posunu (viz tab.¢.16). Nejmarkantnéjsi je tento posun pravé mezi
spektrem 5. a 6. roztoku, tedy tam, kde v pripadé absorpcénich spekter doSlo k vzestupu
absorbance. Tvar fluorescencnich spekter se pii zvySovéni pirebytku barviva neménil, proto
je uvedeno pouze vzorové spektrum v grafu ¢.3. Tato shoda podporuje nazor, Ze pri
piebytku barviva oproti tenzidu daném koncentraci 6. vzorku dochazi ke spontanni
agregaci molekul barviva, patrné s prispénim tenzidu. To je potvrzeno i zavislosti intenzity
fluorescence v emisnim maximu na prebytku barviva (viz tab.¢.16). U prvnich péti roztoka
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tato intenzita ponékud klesa se stoupgjici koncentraci barviva, coz Ize vysvétlit filtratnim
efektem barviva pri excitaci a emisi. Hodnoty intenzity fluorescence 6. a 7. vzorku vsak jiz
timto zpasobem vysvétlit nelze a svéd¢i patrné o agregaci.

Vyznamny vliv tenzidu na strukturu roztoku fenolové cervené a cetrimidu zcela
jasné potvrzuji vysledky meéieni absorpénich kiivek barviva pri stoupgjici koncentraci
tenzidu (viz tab.c.17, graf ¢.4). Absorpéni kiivky se protingji v isosbestickém bodé a
v druhém absorpénim maximu je pozorovan bathochromni posun. Podobnymi vysledky
dokazuje Buwalda (6) interakci cetrimidu s nékterymi barvivy.

Bathochromni posun vykazuji i emisni maxima méifena u tychz vzorka (graf ¢.5).
Pritom je zajimavé, Ze rozdil vinovych délek absorpcniho a emisniho maxima je priblizné
konstantni.

5.2. INTERAK CE FENOLOVE CERVENE SBENZETHONIUM CHLORIDEM

V pripadé roztoki, které obsahovaly fenolovou cerven a benzethonium chlorid byly
ziskany pon¢kud odlisné vysledky v porovnani sroztoky diskutovanymi v predchozi ¢asti.
Extrakeni spektrofotometrii byly ziskadny nejvysSi absorbance pri pH=7, coZz by mélo
sveédcit o velmi vyznamném vlivu tenzidu na pK barviva. Zavislost absorbance na piebytku
barviva pri konstantni koncentraci tenzidu, znédzornéna v grafu ¢.6, se svym prabe¢hem
pon¢kud odlisuje od analogické zavislosti pro cetrimid. Podobna odlisnost uvedenych
zavislosti pro tyto dva tenzidy vsak iz byla pozorovéna v pripadé methyl¢ervené (13).
Ovsem ziskany prub¢h diskutované zavislosti, charakterizovany hypochromnim posunem
pri zvydujicim se prebytku barviva, je mozné vysvétlit pouze interakci tenzidu a barviva
v roztoku. Pokud je totiz tenzid nahrazen lékou, kterd nema amfifilni povahu, neni
hypochromni posun pozorovan.

V rozporu stimto zavérem jsou ovSem pozorovani provedend pomoci UV-VIS
absorpcnich spekter. Pri méteni téchto spekter nebyl pozorovan vliv prebytku barviva ani
vliv zvy&ujici se koncentrace tenzidu na jejich tvar, polohu maxim nebo hodnoty
absorbanci. Tato pozorovéni jsou ae na druhou stranu ve shodé s vysledky ziskanymi pro
roztoky benzethonium chloridu a methyl¢erveng (13), kdy rovnéz nebyly zadné zmeny ve
spektrech zaznamenény.

Z vysledki fluorescencnich meéreni se vSak lze domnivat, Ze pii koncentracich
barviva od 2.10* mol.I"* dochézi k agregaci barviva. Svédei o tom nahly bathochromni
posun i prudka zména intenzity fluorescence pii této koncentraci (viz tab.¢.20). V pripadé
benzethonium chloridu je v3ak role tenzidu v této agregaci sporng, alespon z pohledu
interpretace emisnich spekter, nebot’ analogicky trend Ize pozorovat i u prislusnych slepych
vzorka.
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6. ZAVER
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Tato diplomova préce se zabyvala studiem interakci tenzidi cetrimidu a
benzethonium chloridu sorganickym barvivem fenolovou ¢erveni prostiednictvim
extrakeni spektrofotometrie, UV-VIS spektrofotometrie a fluorimetrie.

V piipadé roztoku cetrimidu a fenolové ¢ervené je mozné konstatovat, Ze vsechny
tii pouZzité metody prokazuji existenci vyznamnych interakci tenzidu a barviva v roztocich.
Tyto interakce maji za nasledek vznik vétSich agregatt ¢astic. Vzhledem k tomu, Ze
pozitivni vysledky byly ziskany extrakeni spektrofotometrii v nepolarnim  prostiedi
(chloroformu) i obéma dalSimi metodami v prostiedi polérnim (pufrované vodné roztoky)
je mozné mit za prokazané, Ze k interakcim tenzidu a barviva dochézi prostrednictvim
hydrofobnich i elektrogatickych sil.

U roztokt benzethonium chloridu a fenolové cervené je situace ponékud sporna.
Zatimco extrakéni spektrofotometrie svédei pro vznik agregatt na zékladé vzgemnych
interakci, UV-VIS absorpeni spektrofotometrie Zadné interakce neprokézala a fluorimetrie
nedala jednoznacnou odpovéd’. To samo o0 sob¢ neznamend, Ze interakce v této soustave
neexistuji, je viak pozoruhodné, Ze ob¢ posledni metody pri tomto studiu zklamaly. Tato
skute¢nost by mohla souviset sodlisSnym typem hydrofobniho tetézce benzethonium
chloridu v porovnani s hydrofobnim tetézcem cetrimidu. Benzethonium chlorid obsahuje
ve svém hydrofobnim tetézci etherové mustky, které zigimé vyrazné usnadiuji hydrataci
tohoto tetézce. K elektrogtatickym interakcim pak dochézi prostiednictvim molekul vody,
coZ ma za nasledek, Ze tenzid i barvivo se do zna¢né miry chovaji jako oddélené molekuly
avzniklé eventudlni agregéty jsou vyznamné hydratovany i uvnitt své struktury. Uvedena
hydratace agregéttit by mohla mit negativni vliv na projevy agregace pri spektrénich
meétenich v polérnim prostiedi.
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