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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat: Helena Bukatova
Skolitel: Ing. Vladimir Kubi¢ek, CSc.

Nazev diplomové prace: Interakce tenzidi a organickych barviv v roztocich I1

V diplomové praci byly zkoumany interakce vodnych roztokd tenzida
a organickych barviv v Brittonové-Robinsonovée pufru pomoci dvou spektralnich metod,
UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrie a fluorescencni spektroskopie. Zajem byl
soustfedén na dva odlisné systémy barviva s tenzidem: neutrdlni cerveii s laurylsiranem
sodnym a fenolovou cerven s cetrimidem. Mozna ovlivnéni byla pozorovana
Vv roztocich se vzrastajici koncentraci barviva na nékolika koncentra¢nich hladinach
tenzidt. Ukolem této prace bylo zjistit, zdatenzidy zptsobuji zmény v optickych
spektrech barviv, a stanovit mozné pti¢iny téchto zmén.

Vysledky ukazaly, ze absorp¢ni spektra neutralni Cervené jsou vyrazné odlisSna
od spekter méfenych na samotném barvivu. Tento odli$ny charakter absorpénich spekter
nastava od koncentraéni hladiny laurylsiranu sodného 6-10® mol/I. Pravdépodobng
vznikaji dva nové asociaty barviva s tenzidem. Asociat absorbujici pfi niz§i energii
je povazovan za systém tenzidu s dvojité protonizovanym barvivem.

Fenolova cerveil naopak nevykazuje vyrazné zmény v méfenych absorp¢nich
spektrech. Dochazi jen k nepatrnému poklesu absorbance pii Amax 0kolo 559 nm. Tento
pokles je pfi¢itan tvorbé€ iontovych part. Stejné vysledky ukazuji i fluorescencni spektra

barviva, kde jsou zaznamenany jen nepatrné zmény po pifidani tenzidu.

Kli¢ova slova: UV-VIS absorpéni spektrofotometrie; Fluorescen¢ni spektroskopie;
Neutralni ¢erven; Fenolova Cerven; Povrchové aktivni latky; Interakce

tenzid-barvivo



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: Helena Bukatova
Supervisor: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Title of diploma thesis: Interaction of Tensides and Organic Dyes in Solutions 11

This diploma work is devoted to examination of the aqueous solutions
of surfactants and organic dyes in the solution of Britton—Robinson buffer by two
spectral methods: UV-VIS absorption spectrophotometry and fluorescence
spectroscopy. There are two different dye-surfactant systems investigated: neutral red
with sodium lauryl sulfate and phenol red with hexadecyl-trimethyl-ammonium
bromide. The possible interactions were observed in the several surfactant concentration
levels of the solutions with increased dye concentration. The task of my work was
investigation of changes in dye spectra as a consequence of the dye-surfactant
interaction and determination of the possible origin of the spectra changes.

The results showed that absorption spectra of solutions containing neutral red
itself differ sharply from those taken for solutions of neutral red and the tenside.
The different character of the spectra is observable from the concentration of the tenside
6-10° mol/l. Two types of dye-tenside associate are probably formed. The associate
absorbing lower energy is denoted as to be formed by tenside and the neutral red
molecule ionized by two protons.

On the contrary phenol red does not exhibit extensive changes in absorption
spectra. Slight hypochromic shift at around 559 nm is observed only. The shift
is ascribed to ion-pair formation. Analogous results are found in fluorescence spectra,

where only slight changes are registered after the tenside is added.

Keywords: UV-VIS absorption spectrophotometry; Fluorescence spectroscopy, Neutral

red; Phenol red; Surfactants; Interaction of tensides and dyes
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1 UVOD

Interakce tenzidi a barviv patii jiz delsi dobu k velice casto studovanym
okruhtim. Védci z riznych koutl svéta usiluji o rozlusténi vlivu povrchove aktivnich
latek na fyzikalni (pfedev$im optické) a chemické vlastnosti rozliénych organickych
barviv solvatovanych riznymi typy rozpoustédel. Do popiedi vystupuji studie
s azobarvivy, sulfonftaleinovymi barvivy, fenazinovymi barvivy, ale i porfyriny
Vv roztocich s kationaktivnimi, anionaktivnimi a neionickymi tenzidy.

Je snahou najit Vv téchto systémech obecné zavislosti zmén vlastnosti barviv
po piidani tenzidu, které by se daly uplatnit v riznych oborech. Systém tenzid-barvivo
je jiz stézejni v barvifském a fotografickém prumyslu, v biologické a medicinské
fotosenzitizaci, v analytickych védach, oborech zabyvajicich se Zivotnim prostfedim
a v fadé dalsich pouziti [1].

V minulosti bylo jiZ mnohokrat zpozorovéano, Ze se méni barva acidobazickych
indikatort po ptidavku detergentli. Tento efekt nastal jen v pfitomnosti opacné nabitého
tenzidu oproti disociované indikatorové molekule. Cerstvé piipraveny roztok barviva
a tenzidu nesouciho opa¢ny naboj oproti barvivu poskytuje Siroké absorpéni spektrum,
které neni shodné s naméfenym spektrem monomerni ¢i dimerni formy barviva [1].
V tomto systému se predpokladad tvorba riznych forem asociatl, které jsou pii¢inou
zmén v optickych vlastnostech roztokti barviv. Dilezitou roli pii tvorbé rozli¢nych
premicelarnich utvarli hraji hydrofobni a elektrostatické interakce, coz fada autorii
potvrzuje ve svych dilech.

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie se té€z zabyva témito interakcemi. Piispénim
k feSeni dané problematiky jsou poznatky publikovaného ¢lanku o interakci
methyloranze, kyseliny pikrové s kationickymi tenzidy pomoci dvou spektralnich
metod, extrakéni a UV-VIS spektrofotometrie.

Pii teSeni své prace vychdzim z poznatkli danych studii, které se prevazné
zamétuji na ovlivnéni spektroskopickych vlastnosti pti vzristajici koncentraci tenzidu
azaroven stalé koncentraci barviva. Mnou provadéné postupy méfeni vychazi
z odlisného piistupu: v dané vzriustajici koncentrani fad¢ barviva je koncentrace
tenzidu stala, a zaroven jsou méfeni provadéna na nékolika koncentracnich hladinach
tenzidu. Pti praktickém vypracovani jsem vyuzivala dvé optické metody, absorpéni

a fluorescencni spektroskopii.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Zakladni charakteristika pouzitych optickych metod
V diplomové praci byly pouzity dvé =zakladni spektroskopické metody:

UV-VIS absorpéni spektrofotometrie a fluorimetrie.

2.1.1 Principy absorp¢ni spektrofotometrie

Prvni metoda, nazyvana absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné
oblasti, je zaloZzena na absorpci svételnych kvant hmotnym prostiedim (skladajicim
se zmolekul) pii pfechodu zniz$iho elektronového stavu do vysSiho. Jedna
se 0 prechody valen¢nich elektronti ze zékladnich orbitali na orbitaly antivazebné
(excitované) [2,3].

Seskupeni atomti v molekulach nazyvané chromofor zpisobuje absorpci
v oblasti 200-800nm, kterd je ve spektru vyjadiena absorpénim pasem. Castymi
chromofory jsou organické aromatické ¢i heterocyklické slouceniny s rozsahlym
syst¢émem konjugovanych dvojnych vazeb, déle slouceniny nearomatické s ndsobnymi
vazbami [2]. Konjugace snizuje energii potifebnou k piislusnym elektronovym
pieskokiim, z toho vyplyva, Ze s prodluzovanim konjugovaného fetézce se posunuje
maximum absorpce kvyssim A [3]. Pouzitd organicka barviva timto systémem
konjugovanych vazeb oplyvaji, tudiz Ize zméfit charakteristické elektronové
molekulové spektrum.
z auxochromi a tzv. modifikatord. Auxochromy jako karboxylovy, hydroxylovy
¢i aminosubstituent pozménuji barvu molekul a jsou odpovédny (pokud jsou
ionizovatelné) pii barveni v textilnim pramyslu za vazbu molekul na vldkna. Alkylové
skupiny se nazyvaji modifikatory, mohou ovliviiovat téz barvu a tim spektra barviv [4].

Lidské oko zaznamenava pouze vinové délky ve viditelné oblasti, které rozlisuje
jako barvy. Barevnost latek je zplsobena zachycenim odraZejiciho se a propusténého
svétla, ve kterém chybé&ji pohlcené vinové délky. Barva je komplementarni k barvé
odpovidajici absorbovanym vlnovym délkam. Proto se nam jevi roztoky NR jako
tmavocervené, nebot’ vinové délky u absorbovaného pasu se pohybuji okolo 530 nm,
to znamena, Ze absorbovana barva je zelena [3].

Ve své diplomové praci jsem méfila zavislost absorbance na vlnové délce systému

barvivo-tenzid. Absorpéni pas je charakterizovan absorpénim maximem pii Amax.
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Absorpcni spektrum je charakteristické pro kazdou latku a zaroven piinasi zékladni
informace o absorbujicim prostiedi, véetné rozpoustédla [5]. Ke zménam ve spektru
dochazi nasledkem disociace, dimerizace, reakce s rozpoustédlem, tvorbou komplext
nebo i zménou teploty [2]. Posun maxima absorpce k vys$sim hodnotam A se nazyva
bathochromni, posun k niz§im hodnotam A je hypsochromni, posun K vyssi absorbanci
je hyperchromii, posun k niz$im absorbancim je hypochromii [3].

Je-li v analyzovaném roztoku vice absorbujicich slozek, je vysledna absorbance
souctem jednotlivych absorbanci pfitomnych slozek. Absorbance ma aditivni charakter.
Pii méfeni vzorkd konkrétnich barviv je vhodné eliminovat absorbanci rusicich slozek
pomoci slepych roztoki.

Pouzitd barviva patii do skupiny acidobazickych indikatord a pii odlisSném
pH prostiedi vykazuji jiné absorbanéni kiivky s jinymi maximy absorbanci, jak ukazuje
obecny priklad (obr.1.) [5].
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Obr.1. Obecné znazornéni absorp¢niho spektra
acidobazického indikatoru v zavislosti na pH,

ptevzato z [5]

Z ptedchoziho odstavce vyplyvd, Ze nedisociovand a disociovand forma téchto
organickych sloucenin se lii barvou. Disociace acidobazického indikatoru

je znazornéna rovnici (1),

HInd & H* + Ind~ Q)

kde HiInd je nedisociovana forma indikatoru, Ind ~ je disociovana forma indikatoru

a H" je proton vznikajici pfi této disociaci.



Pomér nedisociované a disociované formy zavisi na pH, jak vyplyva

ze vztahu (2),

[Ind™]
— )

PH = pKing +log i

kde pH je pH prostiedi, pKind je disociacni konstantou indikatoru, [Ind 7]
je koncentrace disociované formy a [HInd] je koncentrace nedisociované formy
indikatoru.

Z rovnice (2) plyne, Ze pomér koncentraci disociované a nedisociované formy
indikatoru zavisi na pH. Zméni - 1i se tento pomér z 1:10 na 10:1, zaznamena lidské oko
barevnou zménu. To znamend, ze barevny piechod probéhne v rozmezi piiblizné dvou
jednotek pH kolem pKiy. Toto rozmezi pH se nazyva funkéni oblast indikatoru.
Barevny piechod acidobazickych indikatori je nejvyraznéjsi v oblasti, kde pH=pKinq

[3].

2.1.2 Principy fluorescen¢ni spektroskopie

Metoda, kterd je zaloZena na emisi zéafeni molekulou pfi pfechodu elektronu
z vy$$i hladiny do niz8i, se obecné nazyva luminiscenéni analyza [2]. Molekuly
excitované absorpci energie jsou nestabilni a snazi se navratit do zakladnich
energetickych stavil (nejéastéji pfemeénou na teplo). V nékterych piipadech se molekuly
zbavuji pfebytecné energie vyzafenim ve formé elektromagnetického zatfeni, které
se oznacuje jako zafeni luminiscenéni a poskytuje luminiscenéni spektrum [3].

Luminiscence se déli na: fluorescenci, fosforescenci a zpozdénou fluorescenci
(viz obr.2.), které se li§i tzv. dobou dosvitu. Doba dosvitu je casovy interval
mezi ukonCenim excitace a luminiscenénim vyzafenim. Charakteristické je téz teplotni
zhaseni luminiscence, tj. snizovani kvantového vytézku s teplotou [3, 6].

Ve své praci jsem se zabyvala fluorescenci danych roztoka barviv v pfitomnosti
tenzidu, ktera nastala excitaci molekul svétlem, jedna se tedy o fotoluminiscenci.
O fluorescenci mluvime, nastane-li emise zareni z excitovaného elektronového stavu
jednim ¢i vice spontannimi energetickymi prechody (zatfivy prechod, obvykle
Z rovnovazné vibraéni hladiny stavu Si1 do nékteré z vibrac¢nich hladin zakladniho
stavu So) a zpravidla ji pozorujeme béhem buzeni a po jeho vypnuti prakticky ihned

mizi (doba dohasinani je obvykle fadové 107 s).



Vétsina slozitych organickych molekul nefluoreskuje; intenzivni fluorescenci
vykazuji nékteré aromatické slouceniny (polyaromatické uhlovodiky nebo heterocykly)
nazyvané fluorofory nebo fluorescené¢ni barviva.

Na obr2. je zjednodusené schéma zafivych a nezafivych piechodi
mezi elektronové vibra¢nimi stavy slozité molekuly a tvar absorp¢nich a emisnich
spekter (A-vinova délka). Po absorpci svételného kvanta budiciho zafeni (viz modré
Sipky) prechazi elektrony ze singletniho stavu So do excitovanych singletnich stavii St,
S2, ... atripletnich stava T1, T2, .... Molekula obvykle piejde z rovnovazné vibracni
hladiny stavu So do nekteré z vibra¢nich hladin excitovanych stavi.

K deexcitaci molekuly dochdzi bud’ zatfivymi pfechody (luminiscence; viz zelené
acervené Sipky) nebo nezadfivymi prechody (vnitini konverze, mezisystémova
konverze, vibraéni relaxace; viz Cerné teCkované Sipky). Doba trvani t jednotlivych
procesti je pro absorpci fadové 10™°s, pro fluorescenci 10®s, pro fosforescenci
je mnohem del§i nez 10®s (obvykle milisekundy aZ sekundy), pro vibra¢ni relaxaci

10121018 S, pro vnitini konverzi 10°-1012 S, pro mezisystémovou konverzi 10*-10%2s

[6].
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Obr.2. Schéma zativych a nezafivych piechodi
mezi elektronoveé vibraénimi stavy slozité
molekuly (forma Jabtonskiho diagramu),

ptevzato z [6]



2.2 Konkrétni informace k pouzitym barviviim

2.2.1 Neutralni ¢erven

Co se tyce vzhledu, jedna se o tmavé zeleny az Cerny prasek, ktery je pii 25°C
dobfe rozpustny ve vodé (50 g/l) [7]. Chemickou strukturou nalezi k fenazinovym
slou¢eninam (viz obr.16.). Tato latka se povazuje za vyznamny acidobazicky indikator
a barvivo vitalnich tkani. Jako pH indikator méni zabarveni blizko neutralni oblasti pH
(pK, barviva 6,8) z ¢erveného v kyselém pH na zluté v zasaditém pH [8].

V roztocich miize neutrdlni Cerven existovat ve dvou rozdilnych protolytickych
forméach, jmenovité kationicka forma (NRH") a neutralni forma (NR) (viz obr.3.) [9].
Ve vodném roztoku jsou piitomny obé formy v rovnovaze [8]. V mnoha organickych
rozpoustédlech koexistuji obé formy barviva v riznych pomérech v zavislosti

na koncentraci barviva a druhu rozpoustédla [9].

+
H3C N -H_ H3C Nx
s S _
HaN N N(CH3) H H2N N N(CH3)2

|
H

Cationic form (NRH™*) Neutral form ( NR)

pK,=6.81
—

[NRH*] NR + H*

Obr.3. Dv¢ odlisné protolytické formy NR, kationicka a neutralni, pfevzato z [9]

Rozpustnost NRH'CI" ve vodé je docela dobra a ve vodnych roztocich
Ize pozorovat absorp¢ni spektra kationické formy barviva s absorpénim maximem okolo
535 nm [9]. Pozice Amax NRH" je zavisld na slozeni tlumivé soustavy roztoku a jeji
rozdilnost je pfipisovana rtizné tvorbé dimerti a vysSich agregati barviva v odlisnych
pufrovacich systémech [8].

Ve vodnych roztocich NRH'CI™ existuje témét 100% barviva jako NRH* forma.
Pokud pH roztoku zvysime, NRH® podléha deprotonaci na NR, kterad vykazuje
absorpéni maximum pii 452 nm (viz obr.4.) [9].

Indiéti autoii pti svych pokusech téz méfili fluorescenéni spektra NRH™ v riiznych
rozpoustédlech. Ve vodném prostiedi mirn& okyseleném stanovili Aem NRH™ na 635 nm

a porovnavali ji i s neutralni formou ¢ervené. (viz obr.5.) [9].
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Obr.4. Absorpéni spektra NRH*CI Obr.5. Fluorescenéni emisni spektra
(6uM) ve vodé pii riizném pH: NR a NRH" jak byla obdrZzena
(a) 3,8; (b) 5,6; (c) 6,1; (d) 6,5; ve vodnych roztocich NRH'CI
(€) 7,0; () 7,5; (9) 7.9; (n) 10,0 pfi pH 9 a 4, prevzato z [9].

VloZeny obr.: zména absorbance

s pH pti 535 nm, pievzato z [9]

M. A Rauf et al. [10] ve své praci uvadéji vyznamny vliv rozpoustédla
na spektralni vlastnosti NR. Pro svou studii zvolili jedenact druhli rozpoustédel s riznou
polaritou a rozpoustédla si rozdélili na dvé skupiny, na barviva tvorici vodikové mustky
a na barviva bez této schopnosti. Dilezitym procesem pii rozpousténi barviva, ktery
autofi uvadgji, je tvorba dipol-dipolovych interakei v rozpoustédlech netvoficich
vodikové mustky a tvorba vodikovych mustkl v procesu rozpousténi v druhé skupiné.
Vysledkem jejich méfeni bylo zjiSténi posunu absorpcnich maxim v zavislosti
na polarité rozpoustédla a jinych vlastnostech rozpoustédla. V této studii bylo zjisténo,
V polarnich rozpoustédlech je Amax aZ o 22nm vysS§i. To je autory vysvétleno
prostiednictvim tvorby silnych vodikovych mustkih mezi molekulami polarniho
rozpoustédla, tudiz jejich schopnost interagovat s barvivem je mensi nez v apolarnim
chloroformu. Spektralni zmény pozorované ve vodé jsou ale zcela odlisné od téch
Vv jinych rozpoustédlech. Ve vodé byla autory namétena Amax = 527 nm, kterou vysvétluji

tvorbou silnych vodikovych mustkti mezi molekulami vody a barvivem.



M.K. Singh a jeho spolupracovnici sledovali fotofyzikalni vlastnosti kationické
formy neutralni cCervené v ruznych rozpoustédlech. Zjejich zavéri vyplyva,
ze absorpCni a fluorescencni charakteristika barviva v protickych rozpoustédlech
vykazuje existenci intermolekularnich vodikovych mistkdt mezi NRH" a molekulami
rozpoustédla, a to jak v zdkladnim stavu, tak ve stavu excitovaném [9]. Zde se opét
ukazuje dulezitost vybéru rozpoustédla pro jeho vliv na optické vlastnosti barviva.

Z uvedenych c¢lankt plyne dulezitd podminka pro spravné posuzovani vlivu
interakce tenzidu s barvivem, a to zachovani shodného rozpoustédla i shodného pH

pro vSechna méfeni.

2.2.2 Fenolova ¢erven (syn. fenolsulfonftalein)

Toto barvivo existuje ve form¢ svétle az tmavé Cerveného krystalického prasku,
ktery je velmi tézce rozpustny ve vodé (0,77 g/l pii 100°C [11]) a tézce rozpustny
v lihu 96%. Soucasti totoznosti dle 1ékopisu je zkouska absorbance Vv roztoku uhli¢itanu
sodného, v némz ma PR absorpéni maximum pii Amax=558 nm [12].

Pokud se budeme zabyvat chemickou strukturou, zafadime tuto slouceninu
K trifenylmethanovym sloué¢eninam do skupiny sulfonftaleinovych barviv (viz obr.17.).
V mnoha zdrojich je ukézéna struktura PR s atomem siry jako soucasti cyklického
kruhu, tedy sulfonového kruhu, podobné¢ jako u struktury fenolftaleinu. Avsak cyklicky
kruh v krystalické form¢ barviva nebyl potvrzen rentgenovou krystalografii provedenou
japonskymi autory, ktefi vyvodili z méfeni strukturu barviva jako obojetného iontu
[13, 14].

Toto barvivo se pouziva v mnoha oborech, které vyuZzivaji jeho charakteristickou
indikatorovou vlastnost v rliznych prostfedich. Sloucenina vykazuje dva barevné
prechody (v pH=1,2 a v pH=7,7). Barevné zmény jsou zpusobeny deprotonizaci
barviva se zvySujicim se pH. V krystalické form¢ a velmi kyselém roztoku se vyskytuje
struktura jako obojetny ion (HzIn) sesulfatovou skupinou nabitou negativné
a s ketonovou skupinou nesouci pfidatny proton, tudiZz kladny naboj. Pokud
pH zvysime, odpoji se proton z ketoskupiny (HIn) a roztok se zbarvi zluté.
Pfi zasaditém pH dochézi i ke ztratd protonu na zbyvajicim hydroxylu (In*) a zbarveni

prechazi na Cervené. Ve je znazornéno v obr.6. [14].



TVAR H,In Hin In*

< HO OH* HO 0O 0 O

x (2

> e

; S0 ==—= SOy =—== SO;5™

a pK;=1.2 pK,=7.70

— H*PS™ HPS~ PS2-

(7))

orange-red yellow red

BARVA cerveno-oranzova Zluta cervena

Obr.6. Zmény ve struktufe PR v zavislosti na pH prostredi, prevzato z [14]

Zavislost absorbance acidobazického indikatoru na pH prostiedi je velice vyrazna.
Absorpéni spektra fenolové Cervené ve vodném roztoku (viz obr.7.) demonstruji,

7e konkrétni formy dominuji pii pH<1 pro HyIn, pH=4 pro HIn" a pH>11 pro In® [14].
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Obr.7. Absorp¢ni spektra fenolsulfonftaleinu
0¢=5-10° M, ¢isla popisujici spektra
znaci hodnoty pH vodnych roztokd,

prevzato z [14]



2.3 Prehled informaci o povrchové aktivnich latkach

2.3.1 Obecné poznatky 0 tenzidech
Chemicka a fyzikalni struktura molekul téchto sloucenin hraje vyznamnou roli
Vv interak¢nich procesech. V nasledujicim textu budou popsany nékteré spolecné rysy,

kterymi tyto latky disponuyji:

2.3.1.1 Zakladni charakteristika

Nazev tenzidy (surfaktanty) je odvozen z povrchové aktivity téchto amfifilnich
sloucenin, zjejich silné pozitivni adsorpce na povrchu vodné faze, olejové faze
a na fazovych rozhranich. Molekuly vykazuji siln€¢ asymetricky bipolarni charakter
s vyraznym dip6élovym momentem. Latky s touto strukturou molekuly se nazyvaji
amfipatické nebo také amfifilni. Molekuly nebo ionty tenzidi se tak vyznacuji
dvojakym charakterem, skladaji se z rozsahlejsi lipofilni (hydrofobni) ¢asti a mensi
hydrofilni Casti. Pfes velmi rozdilné struktury se molekuly nebo ionty tenzidli obrazné
znazoriuji jako mald hydrofilni hlavicka s lomenym flexibilnim lipofilnim chvostikem
[15].

Lipofilni  cast (nepolarni ¢ast) je nejCastéji predstavovana nepolarni
uhlovodikovou strukturou, v jednoduchém piipadé¢ delsim alkylovym fetézcem,
a umoziuje rozpustnost V nepoldrnich rozpoustédlech. Tato ¢ast odpuzuje vodu a v jeji
pritomnosti se snazi vytvofit takovou prostorovou konfiguraci s ostatnimi lipofilnimi
slozkami ve vodném systému, aby jejich vzajemna orientace umoZnila tvorbu
»lipofilnich kontakti* prostfednictvim nevazbovych interakci. Z této oblasti interakci
jsou molekuly vody vytlatovany [15].

Hydrofilni cast (polarni ¢ast) urCuje afinitu tenzidu k vodé a zabezpecCuje
rozpustnost tenzidu ve vodé¢ a jinych polarnich rozpoustédlech. Ve vodném prostiedi
se kolem ni vytvari solvatacni obal. Mira hydratace polarni ¢asti je pfimo umeérna jeji
polarité¢ [15]. VSeobecné se hydratace polarni skupiny prostirda az k téetimu uhliku

Vv apolarni ¢asti molekuly tenzidu (viz obr.8.) [4].

Obr.8. Schematické znazornéni hydrofobniho
a hydrofilniho hydrataéniho obalu,
které se v amfifilnich molekulach ptekryvaji,
prevzato z [4]
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2.3.1.2 Typy tenzidi
Zékladni rozdéleni podle schopnosti disociace a typu hydrofilni ¢asti tenzidu

udavé obr.9.

ANIONTOVE —> povrchové aktivni negativné

(napt. SDS) nabity aniont a zpravidla
mensi kationt
IONTOVE KATIONTOVE —> povrchové aktivni pozitivné
(disociuji ve vodg) (napt. CTAB) nabity kationt a zpravidla
mensi aniont
TENZIDY AMFOTERNI —> niboj povrchové aktivni

casti je zavisly
na pH prostfedi
NEIONTOVE

(nedisociuji ve vode)

Obr.9. Rozd¢leni tenzidi [15]

Dalsi rozdéleni tenzidlh miize byt dle jejich celkové struktury, minéno dle poctu
hydrofilnich a hydrofobnich casti. Takové tenzidy jsou bud’ tradicni jednofetézcové
¢i dvoutetézcové pripojené k jedné hlavé tenzidu. Zvlastnim typem tenzida jsou tenzidy

,»gemini ( z angl. blizenci) a ,,bolaform* tenzidy (viz obr.10.) [4].

I
I

e

Obr.10. Schematické znazornéni odlisnych typi tenzida:
a jednofetézcovy, b dvouietézcovy, c ad ,,gemini*,

e ,,bolaform®, pfevzato z [4]
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,»Gemini“ tenzidy jsou novym nadfazenym typem tenzidi. Nazev je odvozen
od dané dimerni struktury: dva hydrokarbonové fetézce, dvé hydrofilni hlavové skupiny
arovina symetrie nebo C2 osa jako spojka. Tyto tenzidy disponuji lepSimi vlastnostmi
nez jejich jednotlivé monomerni slozky (niz§i cmc, vétSim snizovanim povrchového
napéti,...atd.). ,,Bolaform* tenzidy se sklddaji z dvou hydrofilnich hlav spojenych
hydrokarbonovou spojkou [4].

V technologii 1€kt je obvyklé tiidéni tenzidi podle jejich iontového charakteru
apodle hydrofilné-lipofilni rovnovahy. HLB tenzidu se klasifikuje bezrozmérnym
¢islem. V soucasnosti se pouzivaji hodnoty HLB pocitané podle strukturniho vzorce
dohodnutym zplsobem sumace tabulkovych hydrofilnich a lipofilnich pfispévkl
jednotlivych skupin. Cim je &islo HLB vétsi, tim je tenzid hydrofilngjsi. Hodnoty HLB
tenzidu pouzitych v mé praci jsou nasledujici: HLB(SDS)=40, HLB(CTAB)=30 [15].

2.3.1.3 Agregacni chovani tenzidi

Pokud se tenzidy rozpoustéji ve vod€, vytvareji nejprve pravé roztoky
s monovrstvami molekul na povrchu vodné faze ¢i fazovém rozhrani, ale od urcité
tzv. kritické micelarni koncentrace se molekuly nebo ionty tenzidl v roztoku asociuji,
shlukuji na koloidni micely. Pfi rostouci koncentraci tenzidu, neboli pii klesajicim
podilu vody v systému, pak asociace pokracuje tvorbou dalSich rozli¢nych koloidnich
struktur (hexagonalni faze, lamelarni faze piedstavujici pfedél, a nasledné nastava
inverzni potadi fazi s reverzné uspofadanymi asociaty (viz obr.11.)) [15].

Tvar agregatu je hlavné wurCen citlivou rovnovahou mezi pfitazlivymi
hydrofobnimi interakcemi alkylovych ftetézcli a elektrostatickym odpuzovanim
polarnich skupin v hydrofilni hlavicce tenzidu. Molekularni architektura danych tenzid
urCuje typ agregatu, do kterého se tenzid ve vodnych roztocich asociuje [4]. Asociace
tenzidl je vratnd, zfedénim aZ na niZ§i koncentraci, nez je pfislusna cmc, se koloidni
systém vrati zpét na pivodni pravy roztok.

Tvorba koloidnich asociati je predevsim duasledkem hydrofobnich interaket,
tendenci lipofilnich skupin se vzajemné sdruzovat, aby se zbavily energeticky
nevyhodného kontaktu s vodou. Disledkem ndhlého vzniku micel je také nahly zlom

fyzikélnich vlastnosti roztoku, z kterého se vétSinou experimentalné urcuje cmc tenzidu.
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Obr.11. Typické tvary agregati, do kterych se tenzidy
shromazd’uji ve vodném roztoku:
(a) sférické micely (b) ty¢inkovité, valcovité micely
(c) lamelarni dvojvrstva (d) reverzni micely

(e) vesikuly, pievzato z [4]

Cim je tenzid lipofilngjsi, tim je jeho cmc niZzdi, b&Zné tenzidy maji cmc zhruba
v rozsahu 10210 mol/l. Piidavek soli (elektrolytu), ktera stenzidem nereaguje,
podporuje micelizaci a sniZzuje cmc zejména iontovych tenzidt. Ptidavek lihu nebo
jiného malo polarniho rozpoustédla do vodného roztoku zvySuje rozpustnost tenzidi,
ale soucasné¢ potlacuje jejich micelizaci, takZze zvySuje cmc. Micelizaci naopak
podporuje tvorba smésnych micel, tenzidy s lipofilnimi nec¢istotami nebo smési tenzid
maji podstatné niz8§i cmc nez Cisté slozky [15]. Agregace se ve vodnych smésich
aniontového a kationtového tenzidu objevi pfi koncentraci, ktera je zna¢né sniZena
oproti cmc jednotlivych tenzidd. V systému tenzid-barvivo jsou cmc obvykle také nizsi
nez ty méfené v neptitomnosti barviva [4].

Tenzidy slouzi téz jako micelarni solubilizatory organickych latek.
Pti zabudovavani barviv do micel po piekroceni cmc lze dle jejich slabé amfifilniho

charakteru predpokladat stejnou orientaci v micele jako maji tenzidy [15].
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2.3.2 Charakteristika tenzidi pouZitych v této praci

Pouzité tenzidy nevykazuji fluorescenci ve vodnych roztocich [16].

2.3.2.1 Laurylsiran sodny

Pevny bily prasek se velmi dobie rozpousti ve vode (150 g/I pii 20°C) za vzniku
opalizujiciho roztoku, po protifepani se vytvoii bohatd péna prokazujici totoznost
této latky [17 a., 12]. Vodny roztok SDS ma maly absorpéni pas kolem 300 nm,
pod cmc je ale pas téméf nerozlisitelny, ve viditelné oblasti roztok neabsorbuje [18].

Tato sloucenina je po chemické strance monoester kyseliny sirové (viz obr.18.),
ktery se pfipravuje reakci laurylalkoholu s kyselinou sirovou a naslednou neutralizaci
uhlicitanem sodnym. Molekula obsahuje 12 uhlika v fetézci (hydrofobni ¢ast), na které
je napojena sulfatova skupina (hydrofilni ¢ast), jedna se tedy o latku povrchové aktivni,
latku amfifilniho charakteru [15].

Z pohledu této diplomové prace je dalezité zatazeni této slouceniny k anionickym
tenzidam [15]. Agregace a fazové chovani SDS ve vodnych roztocich byly detailné
studovany. SDS tvofi ve vodnych roztocich micely, zatimco po pfidani chloridi
alkalickych kovt vznikaji lamelarni struktury tenzidu. Stejné tak vznikaji lamelarni
struktury po zahtati nad Krafftovu teplotu, tyto jsou oznacovany jako myelinova vlakna
[4] a skladaji se z tyCinkovitych ttvart, které obklopuji centralni osu vodného jadra
[19]. Pti michani se z téchto Gtvarh tvoti vesikuly.

L. Garcia-Rio a jeho spolupracovnici méfili cmec SDS pomoci zmén v mérné
vodivosti roztoku a potvrdili tak mnoha literaturami uvadénou cmec 8,0-10° mol/l
vodného roztoku SDS pii 25°C. Autofi ve své studii uvadéji i moznost ovlivnéni cmc
malym mnoZstvim krystalové violeti fadové 10° mol/l, tuto moznost viak méfenim
vyvratili, nebot’ tak mald koncentrace barviva byla bez vlivu na cmc tenzidu
v koncentraci o tii fady vyssi. V praci je téZ zminéna moznost tvorby premicelarnich
agregatll ze samotného tenzidu pod cmc, tuto koncentraci autofi oznacuji cmc’.
Pfi ni dochazi k vyraznym zménam ve spektru [1].

Pii méfeni povrchového napéti roztoku SDS ve fosfatovém pufru o pH 7 byla
indickymi autory zjisténa [8] cmc 7,4-10* mol/l. S pridavkem elektrolytu se snizuje

cme, jak jiz bylo uvedeno dfive. V BR pufru o pH=5,02 je cmc 4,6-10mol/I [20].
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2.3.2.2 Cetyltrimethylammonium-bromid

Bila ¢i téméf bila pevna latka, ktera je tézce rozpustna ve vodé (3 g/l pti 20°C).
Pti pokojové teploté jsou roztoky stalé nékolik let [17 b.]. Z etikety suroviny je patrné,
7ze CTAB (0,1 M ve vodé) ma absorpni maxima pii 260 nm a 280 nm, tedy
v UV oblasti, zc¢ehoz vyplyva, Ze neruSi svou absorbanci spektra barviva
ve VIS oblasti.

Sloucenina je charakteru kvartérni ammoniové soli s tfemi methyly a s 16-ti
uhlikatym fetézcem, které jsou pfipojeny K dusiku, nesoucim timto kladny naboj
(vizobr.19.). Jako v pfedchozim pfipadé se jedna o amfifilni molekulu s ¢asti
hydrofobni (16-ti uhlikaty ftetézec) a s casti hydrofilni (kladny dusikaty atom).
Tato latka patii do skupiny kationickych tenzidu [15].

Zminit bych méla jeho kritickou miceldrni koncentraci ve vodném roztoku, ktera
ma hodnotu 9,2:10* mol/l [21, 22]. V pfitomnosti PR o koncentraci 2,5:10™ mol/l
se ve vodném roztoku pf 25°C snizuje na 6,0-10” mol/l [21]. V BR pufru byla
naméfena pfi 25°C cmc 2,3-10*mol/l [23], coZ odpovida prostiedi pouZitému
v mé diplomové praci. Lze tedy pocitat jeSt€¢ se snizenim po pifiddni barviva.
V boritanovém pufru o pH 9,4 pii 30°C je cmc CTAB 10-10*mol/l a s25uM
koncentraci MO je pozorovana agregadni koncentrace 0,24-10 mol/l [19]. Zde
je patrné velké ovlivnéni cme nejen prostiedim, ale i samotnym barvivem, s nimz tvofi
tenzid agregaty a tato koncentrace je pak oznaCovana jako agregacni koncentrace
systému tenzid-barvivo [4] a jde o jiz zminénou cmc’(kritickou premicelarni

koncentraci) [1].

2.4 Interakce v systému tenzid-barvivo

Hydrofobni interakce patii k nejdilezitéjsim nekovalentnim vazbam a hraji velmi
dilezitou roli v mnoha biologickych procesech. Rada pochodii ve vodnych roztocich
jako je konformace proteinti, agregace tenzidii ¢i molekularni rozpoznavaci procesy
(enzym-substratovy systém) siln€ zavisi na interakcich mezi apolarnimi ¢astmi molekul
sloucenin. K dalSim nekovalentnim vazbam, které hraji dalezitou roli, patfi vodikové
mustky a elektrostatické interakce. Casto dochazi k souhie vsech zminénych typii vazeb
[4].

Informace o interakcich mezi barvivy a iontovymi tenzidy mohou pfispivat
k naSemu pochopeni pusobeni kombinovanych elektrostatickych a hydrofobnich

interakci pii téchto procesech. Variabilita ve spektralnim chovani vodnych roztoku
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iontovych barviv, pozorovdna po pfidani opacné nabitych iontovych tenzida
Vv koncentracich pod cmc, je pfisuzovana: tvorbé iontového paru, tvorbé soli barvivo-
tenzid, vzniku molekularniho komplexu, dostatkem barviva indukovanym micelam,
indukovanym agregatim z molekul barviva, agregaci barvivo-tenzidového komplexu
¢i zménam v mikroprostifedi chromoforu barviva. Avsak ptivod interakci se mtize ménit

s rozdilnymi typy systému barvivo-tenzid [22].

2.4.1 Tvorba iontovych pari barvive-tenzid

Pfedpokladem vzniku iontovych pard je piitomnost opacné nabitych molekul
barviva a tenzidu.

Indi¢ti autofi [21] studovali vliv riznych typi tenzidi (nesoucich kladny naboj)
na spektralni vlastnosti methyloranze. Ve svych pokusech zjistili, ze ve vodnych
roztocich svelmi malou koncentraci tenzidu klesa absorbance pii 463 nm
(Amax typicka pro samotnou MO) rapidné¢ se vzrustajici koncentraci tenzidu. Ptitom
vznika novy absorpéni pas pii Amax 375 nm, ktery je vtéto studii piitazen tvorbé
iontového paru mezi danymi komponentami. Nové€ vznikly pas nelze spojovat s tvorbou
samotnych dimerti barviva, coz bylo i1 potvrzeno cirkuldrnim dichroismem. Na druhé
stran¢ se nejedna ani o dal$i deprotonizaci barviva, nebot ve vodném roztoku
jiz molekula neobsahuje zadny nahraditelny proton. Pozorovan je téz isosbesticky bod
pfi 388 nm. S dalSim zvySovanim koncentrace tenzidu dochédzi k bathochromnimu
posunu absorpéniho pasu pii Amax 375 NM K vyssi vinové délce. Tento nové vznikly
absorp¢ni pas pii 431 nm je pripisovan barvivu za¢lenénému v micelach.

Na zavér autofi shrnuji, Ze hypsochromni posun absorpéniho pasu MO je diky
zménam v mikroprostiedi chromoforu, kde dipoly vody obklopujici barvivo jsou
¢astecné nahrazeny tenzidovymi hydrofobnimi fetézci. Sila interakci zavisi na délce
alkylového fetézce, typu iontové skupiny a protiiontu tenzidu [21].

R.K. Dutta a S.N. Bhat [21] dale uvad¢ji, Ze podobny efekt na zmény
Vv elektronové distribuci chromoforu MO vedouci ke zvySeni piechodové energie
ma piebytek jednoduchych elektrolytli, kationické polymery ¢i prebytek alkalickych
hydroxidi.

B. Gohain a jeho spolupracovnici [22] se zabyvali deprotonizaci barviv
sulfonftaleinového typu v systému barvivo-tenzid (pfi submicelarni Kkoncentraci)
vyvolanou hydrofobicitou fetézce tenzidu. PR jevi téz zmény ve spektru po ptidani

kationického tenzidu pod cmc bez precipitace vzniklé soli. Byla pozorovdna PR
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ve vodném roztoku, ktera jako jednomocny aniont vykazuje 431 nm absorpéni pas,
ktery se snizoval s pfidavkem tenzidu se soufasnym zvySovanim nového pasu pii
572 nm znaCicim vznik iontového paru s barvivem deprotonizovanym do druhého
stupné (viz obr.12.). Spektralni zmény barviva ukazuji na tvorbu do druhého stupné
deprotonizovaného aniontu barviva, ktery jinak bez absence tenzidu vznika jen v silné
zasaditych roztocich.

Iontovy par se rozpadd nad cmc tenzidu, kdy jsou tvofeny micely. Solubilizace
barviva v micelach pravdépodobné pievlada nad tvorbou iontového paru. Isosbesticky
bod pozorovany pii zvySujici se koncentraci tenzidu ukazuje na rovnovahu mezi volnou
monoaniontovou formou barviva a iontovym parem tenzidu s dianiontovou formou

barviva. Aniontové a neiontové tenzidy nemaji zadny vliv na PR pod cmc [22].

Obr.12. Deprotonizace sulfonftaleinovych barviv monomernim surfaktantem

PR - X;=X=H, ptevzato z [22]

Podobné se tvoii ve vodnych roztocich fenazinovych barviv sSDS tésné
usporadané iontové pary pod cmc, kde dochazi k protonizaci barviva bez piidani
jakékoli kyseliny. Dukaz hydrofobni solvataci zpisobené protonizace barviva byl
pozorovan také uiontového paru mezi NR a SDS ve vodnych roztocich pii pH 7
ve fosfatovém pufru [22].

R.K.Dutta a S.N.Bhat [8], kteti sledovali spektralni zmény ve spektru NR
po ptidavani SDS, uvadéji vliv tenzidu na sekundarni protonizaci barviva pii pH 7,
ktera je vynucena silnou hydrofobicitou iontového paru barvivo-tenzid. Jiz pti malych
koncentracich SDS indikator absorbuje pfi vysokych vlnovych délkach,
cca 580-680 nm, coz je pripisovano dvojité protonizované form¢ barviva s tenzidem
NR*'H,-SDS". Tato dvojitd protonizace je jinak pritomna pouze v siln& kyselych
roztocich NR o pH<1. Pii vyssi koncentraci SDS (nad cmc) dochazi k micelizaci

barviva ve form& NRH" piednostné pied NR a Ama se posouva k 538 nm, pii¢emz
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puvodni pas mizi, nebot’ dochazi k disociaci jednoho protonu. Stejné zmény byly
pozorovany pii pH 4,5 v acetatovém pufru, zatimco pii pH 9,2 neukazuji spektralni data
zadnou podobnou interakci s dvojité deprotonizovanym barvivem, po pfidavani tenzidu
dochazi pouze ke zvySovani absorbance absorpcniho pasu pifi Amax 538 nm, coz znaci

tvorbu micel s NRH" jako v pfedchozim piipadé.

2.4.2 Tvorba agregata barvivo-tenzid

K agregaci iontovych tenzidi a barviv dojde pii velmi nizkych koncentracich
tenzidil. Pfitomnost chromoforu v molekule barviva dovoluje sledovat agregacni proces
prosttednictvim spektroskopickych metod. Interakce jsou pozorovany jen, kdyz barvivo
a tenzid nesou opac¢né naboje. Efekt stabilizace amfifilnich agregati hydrofobnimi

a elektrostatickymi interakcemi je schematicky ukazan na obr.13. [4].

5 olo

Obr.13. Agregace amfifilnich molekul vede k ptekryti hydratacnich

obalti, schematické znazornéni pievzato z [4]

R.T.Buwalda a jeho spolupracovnici [19] se zabyvali interakci azobarviv
S riznymi typy kationaktivnich tenzidi. Autofi prace jsou nazoru, Ze agregaty, které
zpusobuji hypsochromni posun (MO sC;,TAB 463 nm—380 nm) ve spektru, jsou
po pfiddni malého mnozstvi tenzidu vytvofeny z agregati barviva navazané¢ho
na agregaty tenzidu. Interakce barviva stenzidem je doprovazena vazbou molekul
barviva do paralelniho tvaru [4]. Autofi téz dopliuji, ze by se mohlo jednat
0 tzv. H-agregaty (viz nize), V kterych jsou chromofory agregovany do tohoto tvaru
(viz obr.14. cesta a). Zména v maximu absorbance z 380 nm—430 nm je vysvétlovana
jako zfedéni agregatt barviva dal§im piidavkem tenzidu a nasledné tvorbou micel
S navazanym barvivem [19].

U nékterych azobarviv se agregace ve spektru neprojevi, to je dano stérickym
uspofadanim molekul, napf. rotaci aromatického systému barviva kvuli substituentu

v ortho poloze, pifitomnosti dvojné vazby v fetézci tenzidu nebo absenci hydrofobni
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dialkylaminoskupiny, odpovédné za hydrofobni poutani k tenzidim. Bez agregace
barviva dochazi jen k tvorbé micel z tenzidii se solvatovanymi molekulami barviva.
(viz obr.14. cesta b) [4].
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Obr.14. Schematické znazornéni odli$nych stupiiti interakce barviva s tenzidem
pfi pevné koncentraci barviva, pievzato z [4].
ZvySovanim koncentrace tenzidu se mtize vyvolat agregace barviva (cesta a).
Dalsi pridavek tenzidu vede k rozpusténi barviva v micelach tenzidu.
Agregace barviva chybi na cesté b.

Odpovidajici agregacni spektra jsou ukazéna v kazdém stupni agregacniho procesu.

Z experimentt R.T.Buwalda a jeho kolektiv zjistili, ze proces interakce zavisi
vyznamné na délce fetézce tenzidu, na typu a pozici substituenti v barvivu

a na pfitomnosti elektrolytt [19].
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Autofi prace [19] zpochybnuji tvorbu iontovych pard, kterou navrhli indicti
pracovnici. Udavaji, ze zde neni Zzadny dGvod, aby se iontové pary tvofily
jen pii malych koncentracich tenzidu. Dale autofi vyvraceji vysvétleni posunu
V absorpcnim maximu prostiednictvim zmén polarity prostfedi, nebot’ nové vznikly pas
se 1i8i od pasu pozorovaného pii zméné polarity rozpoustédla.

Ve vodnych roztocich pfi téchto métenich se objevuje fazova separace agregati
barviva s tenzidem jesté pod cmc, coz je piipisovano solim téchto barviv s tenzidem.
Precipitaty se skladaji z ekvimolarniho mnozstvi obou komponent [19] a lze
je pozorovat ve vodnych roztocich, pokud je interakce iontovych skupin velmi silna [4].
Pouzitim optické a elektronové mikroskopie byla urcena i morfologie téchto soli, které
byly izolovany [19]. Byla pozorovana tvorba vesikul zbarviva a tenzidu, coz
je nasledkem zmény morfologie ¢astice tenzidu v dusledku navazani na molekulu

barviva (zvétSeni apolarni ¢asti a zmenseni polarni) [4].

2.4.3 Predpoklad tvorby iontového paru a nasledné asociata barvivo-tenzid

V. Kubicek a K. Némcova [23] spolupracovali na objasnéni netypického chovani
roztokli obsahujicich MO sriznymi typy kationaktivnich tenzidi pomoci
UV-VIS spektrofotometrie a iontové-parové extrakéni spektrofotometrie. Jejich
pozorovani je zaméfeno na vzrustajici molarni piebytek barviv nad molarnim
mnozstvim tenzidu, coZ je zcela odli$né od pfistupu v jinych studiich. Autofi navazuji
na ¢lanek Buwaldy [4], ktery se rozsahle zabyval vztahy mezi azobarvivy a tenzidy.

Interakce tenzidi s PA, ktera byla témito autory [23] téz sledovana, se lisi
od interakce s MO. Zatimco u MO-tenzidovych systéml byly pozorovany vyrazné
zmény ve spektrech, U PA nedochézi k Zadnym neobvyklym jeviim. Tyto rozdily jsou
pfipisovany strukturnim odliSnostem obou barviv. Molekula PA je schopna tvofit
intramolekularni mustky mezi hydroxylem a nitroskupinou a jeji tendence
K hydrofobnim interakcim je podstatné snizena vlivem vysoké elektronové hustoty
nitroskupin, ¢imz chybi silna hydrofobni ¢ast molekuly a pfedpoklad tvorby asociati
neni splnén. Naproti tomu molekula MO obsahuje obé casti nutné k asociaci,
hydrofobni i iontovou.

Iontové-parovou extrakéni spektrofotometrii byl zjistén hypochromni posun
pfi zvySyjicim se molarnim poméru MO/tenzid. Absorbance méfend v chloroformové
vrstve je pricitana iontovému paru, jehoZ mnoZstvi se zvySujicim molarnim pomérem

klesa. To je autory vysvétleno prostfednictvim tvorby ve vod€ rozpustného asociatu,
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ktery negativné ovliviiuje tvorbu iontového paru. Tvorba iontového paru je tudiz
potladena a v chloroformu je extrahované jeho mensi mnozstvi. Cesti pracovnici [23]
vyloucili i moznosti, ze by hypochromni posun zpiisobovalo samotné barvivo, inverzni
micely tenzidu ¢i premicelarni asociaty v chloroformové vrstvé.

Pomoci UV-VIS spektrofotometrie byl autory [23] potvrzen stejny posun
ve spektru pii ménici se koncentraci tenzidu jako v experimentech Buwaldy [19]. Cesti
autofi [23] se odlisuji ve svych méfenich od ostatnich v opaéném piistupu. Nastavena
byla stald koncentrace tenzidu 2:10° mol/l a pokusy byly provadény se vzrustajici
koncentraci barviv, pficemz piebyteéné neasociované barvivo (barvivo vazané na tenzid
za predpokladu interakce 1:1) bylo odstranéno pomoci slepych vzorki. Ve spektrech byl
zaznamenan rozsahly hypsochromni posun v okamziku, kdy molarni koncentrace MO
ptesahla koncentraci tenzidu. Absorpéni maximum volné MO a systému MO-tenzid
v poméru 1:1 (pfedpoklad tvorby iontového paru) se nelisi, z ¢ehoz autofi usuzuji,
7€ Mmax iontového paru se rovnd Ama volné MO, a tudiz velky hypsochromni posun
nemiize byt zplsoben iontovymi pary. Byla vyloucena i moznost posunu ve spektru
tvorbou samotnych dimert barviva. Dale bylo zjisténo, Ze asociaty obsahujici barvivo
I tenzid, jsou nerozpustné v chloroformu, maji iontovy charakter a jejich tvorba je
v kompetici s tvorbou iontovych para.

L.Garcia-Rio a jeho pracovni skupina [1] kineticky a spektroskopicky zkoumali
vliv SDS na vodné roztoky o stalé koncentraci krystalové violeti. Ve své praci dosli
k zavéru, ze se po pridani malého mnozstvi tenzidu tvoii iontové pary Violeti
a monomeru SDS a po ptekroCeni cmc” se tyto pary rozpadaji za vzniku premicelarnich
agregatll. Po pfekroc¢eni cme se molekuly barviva inkorporuji do micel a iontovou ¢asti

smétuji K povrchu, ktery je hydratovan.
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2.4.4 Tvorba nespecifickych, J- a H-agregati

Indi¢ti autofi [16] podrobné zkoumali interakce tenzidl s iontovymi porfyriny
rozpustnymi ve vodé. Ke svému badani pouzili mnoho spektroskopickych metod,
kterymi identifikovali agregaty, které se tvoii za pfitomnosti tenzidii jest¢ pod cmc.
Tyto agregaty pak nasledné rozdélili do nékolika typt: nespecifické, J- a H- agregaty.
Po dosazeni cmc agregaty porfyrini disociovaly a monomery porfyrinii byly
enkapsulovany do micel tenzidu. V nékterych piipadech se nevytvoii agregaty, dochazi
pouze k micelizaci, nékdy nevznikaji ani micely ztenzidi (pokud odpudivé sily
mezi tenzidem a porfyriny jsou pfili§ velké). Pti tvorbé micel porfyriny podléhaji
deprotonizaci.

K pochopeni struktury J- a H- agregatt slouzi nasledujici model:

2.4.4.1 Molekularni excitonovy model

Absorpcni spektra agregati barviv ukazuji obvykle velké rozdily oproti spektriim
monomernich molekul barviv. Rozdily jsou zpusobeny tzv. excitonovou spojkou
mezi ptechodovymi dipolovymi momenty jednotlivych molekul barviv. Interakce
excitovanych stavli chromoforli v agregitech vede k rozdéleni excitaéniho stavu.
To je znazornéno na obr.15. Molekuly barviva agreguji bud’ paralelné (H-agregaty) nebo

ve formé ,,hlava-ocas* (J-agregaty).
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Obr.15. Schematické znazornéni rozdéleni excitaéniho stavu agregatl barviv

Vv paralelnim tvaru a v uspofadani ,,hlava-ocas®, ptevzato z [4].
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V piipadé paralelni agregace prechodové dipdly obou excitacnich stavi
chromofort mohou byt usporadany paralelné ¢i antiparaleln¢ a thel mezi dip6élovym
momentem a spojkou obou center molekul je pravy. Paralelni uspofadani vede
K excitovanému stavu s vy$$i energii neZ ma monomer barviva (diky vétSimu
elektrostatickému odpuzovani). Tento stav je oekavan u H-agregatu, nebot’ piechod
na antiparalelni stav je zakazan v disledku nulového dipolového momentu daného
vektorovym souctem obou komponent. Tim je dan hypsochromni posun agregata
barviva ve spektru oproti spektru monomerti. Charakteristické je téZ znacné vyhasinani
fluorescence.

Pokud existuji prechodové momenty v orientaci ,,hlava-ocas®, jedna se o J-
agregaty. Uhel mezi pfechodovym momentem a spojkou mezi molekularnimi centry,
tedy chromofory, je nulovy. Uspofadani pfechodovych dipoli obou excitaénich stavi
chromofor ve stejné fazi vede diky elektrostatické pftitazlivosti k niz§i prechodové
energii a ve spektru se projevi bathochromnim posunem oproti spektru monomert
barviva, zatimco uspotfadani srozdilnou fazi je diky elektrostatickému odpuzovani
nepiijatelné. J-agregaty vykazuji zvétsenou fluorescenci oproti fluorescenci monomeru,

ktera je bathochromné posunuta [4].

2.4.4.2 Nespecifické agregaty

Interakce porfyrin-tenzid mnoha porfyrint pfi neutralnim pH patii do kategorie
nespecifickych agregatl. Zde se sice tvoii premicelarni agregaty, coz bylo indickymi
autory potvrzeno [16], ale spektralni posun absorpce je tak maly, Ze tyto struktury nelze

prifadit ani k jednomu typu agregati.

2.4.4.3 J-agregaty

Tento typ agregath pfedchazi vétSinou tvorbé H-agregat. Vznikaji pii poméru
porfyrin/CTAB 1:2. Absorp¢ni spektrum je charakterizovano bathochromnim posunem
auzkym absorpnim pasem. Pii nepatrném zvySeni koncentrace tenzidu se stavaji
J-agregaty nestabilni a postupné mizi za tvorby H-agregatii. Po piekroceni cmc dochazi
K tvorbé micel s monomery porfyrinti. Fluorescence J-agregatu je slaba ve srovnani
s H-agregaty. J-agregat vykazuje na rozdil od ostatnich struktur spiralovité usporadani

monomert v agregatu, coz bylo dokazano cirkularnim dichroismem [16].
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2.4.4.4 H-agregaty

Jsou vysoce uspotadané agregaty, kterym miize predchazet tvorba J-agregati.
H-agregaty vytvaieji tetraaniontové porfyriny s CTAB pii neutralnim pH a tyto agregaty
vykazuji hypsochromni posun Vv absorpénim spektru a bathochromni posun
ve fluorescenénim spektru. Komplex se rozpada pii vyssi koncentraci CTAB a vytvaii
se micely s monomery, které se projevi novym absorpénim pasem a jsou stabilni
| pti vysokych koncentracich tenzidu.

Tvoreni agregatli je maximalni pti poméru porfyrin/CTAB 1:4. Tato stechiometrie
je odavodnitelnd, nebot’ pouzity porfyrin je tetraaniont a CTAB nese jeden kladny
naboj. Agregaty jsou tedy stabilizovany elektrostatickymi interakcemi mezi
jednotlivymi komponentami a hydrofobni solvataci alkylovymi fetézci tenzidl. Bylo téz
urceno, ze tyto agregaty obsahuji mnoho porfyrinovych molekul. Pfi znacné blizkosti
téchto molekul plisobi mezi nimi excitonické interakce a maji samozhaSeci schopnost

zjisténou pii méfeni fluorescence [16].
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3 CIL PRACE

Tato diplomova prace je zaméfena na ziskani informaci o zménéch v absorp¢nich
a fluorescencnich spektrech v systému barvivo-tenzid pti vzrustajici koncentraci barviva
a stalé koncentraci tenzidu a to na nékolika koncentra¢nich hladinach tenzidu. Nasledné
je pak snahou vysvétlit tato naméfena spektra v souvislosti s chemickou strukturou

a moznymi interakcemi obou komponent.

Zamérem mé prace bylo sledovani zmén v nasledujicich spektrech:
e absorp¢ni spektra systému NR-SDS
e absorpcni spektra syst¢ému PR-CTAB
e fluorescenéni spektra systému NR-SDS

e fluorescencni spektra systému PR-CTAB
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Seznam chemikalii

Pfi svych pokusech jsem pracovala s nasledujicimi surovinami:

Barviva:
e Neutralni ¢erven, hydrogenchlorid - Lachema n.p. Brno (viz obr.16.)

e Fenolova Cerven - Lachema n.p. Brno (viz obr.17.)

Tenzidy:
e Laurylsiran sodny - Lachema a.s., Neratovice (viz obr.18.)
e Hexadecyltrimethylammonium-bromid, Cetyltrimethylammonium-

bromid, cetrimid — Fluka, Biochemika (viz obr.19.)

Pufr Brittoniv- Robinsonuv:
e Hydroxid sodny - Lachema a.s., Neratovice (M,(NaOH)=40)
e Kyselina borita - Lachema a.s., Neratovice (M;(H3BO3)=62)
e Kyselina fosfore¢na - Lachema a.s., Neratovice (M(H3PO,4)=98)

e Kyselina octova - Lachema a.s., Neratovice (M(CH3;COOH)=60)

Rozpoustédlo:

e Deionizovana voda pfipravena reverzni osmozou

Pomocna chemikalie:

e Lihomethanol

4.1.2 Strukturni vzorce

H,C N
3 \
.. _CH, CT
H,N N N
H |
CH,

Obr.16. Neutralni ¢erven, hydrogenchlorid (M,=288,8)
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Obr.17. Fenolova ¢erven (M,;=354,44)
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Obr.18. Laurylsiran sodny (M,=288,38)

+
/\/\/\/\/\/\/\/\N/ Br

/ \
Obr.19. Hexadecyltrimethylammonium-bromid, cetrimid (M,=364,46)

4.2 Pouzité pristroje
Pii provadéni diplomové prace jsem pouzivala nasledujici pfistroje:
o digitalni analytické vahy - Sartorius
e pH-metr InoLab pH 720 - WTW s kombinovanou pH-elektrodou THETA 103
e spektrofotometr HP 8453 - Hewlett Packard
e spektrofluorimetr AMINCO-Bowman Series 2 - AMINCO-Bowman
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4.3 Priprava zasobnich roztoku

4.3.1 Zhotoveni zakladnich vodnych roztoki neutralni ¢ervené

Neutralni Cerven jako substance hydrogenchlorid se dobie rozpousti
V deionizované vodé.

Na digitalnich analytickych vahéach jsem si diferencné do odmérné banky navazila
0,0729 g (0,0739-0,0010 g) NR substance, kterou jsem v odmérné bance rozpustila
a doplnila deionizovanou vodou do 50,0 ml. Roztok jsem v intervalu deseti minut
nékolikrat protiepavala. Timto jsem ziskala roztok o koncentraci 5,0-107 mol/l.

Druhy zékladni roztok pottebny k méfeni daného barviva byl pozadovan
o koncentraci 2,0-10* mol/l. Tento roztok jsem pfipravila odpipetovanim 4 ml
piedchoziho roztoku do 100 ml odmérné banky a doplnénim deionizovanou vodou

po rysku.

4.3.2 Zhotoveni zakladnich vodnych roztoki SDS
Surovina SDS je dobfe rozpustna ve vodé za vzniku opalizujiciho roztoku [12].

Na digitalnich analytickych vahéach jsem si diferenéné do odmérné banky navazila
0,7119 g (0,7215-0,0096 g) SDS substance, kterou jsem v odmérné baice rozpustila
a doplnila deionizovanou vodou do 50,0 ml. Roztok jsem v intervalu deseti minut
nékolikrat protfepédvala, o pfitomnosti tenzidu svédcilo i vyrazné pénéni. Timto jsem
ziskala roztok o koncentraci 5,0-10 mol/l.

Druhy zakladni roztok potiebny k méfeni daného barviva byl poZadovan
o koncentraci  1,0-10* mol/l. Tento roztok jsem pfipravila odpipetovanim 1 ml
piedchoziho roztoku do 100 ml odmérné banky a doplnénim deionizovanou vodou
po rysku a dale jsem 20 ml takto nafedéného roztoku odpipetovala do 100 ml a opét
doplnila deionizovanou vodou po rysku.

Tteti zakladni roztok potiebny k méfeni daného barviva byl vhodny o koncentraci
5,0:10* mol/l. Tento roztok jsem piipravila odpipetovanim 1 ml prvniho roztoku

do 100 ml odmérné bariky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.
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4.3.3 Zhotoveni zakladnich vodnych roztoki fenolové ¢ervené

Barvivo PR je velmi tézce rozpustné ve vodé (0,77 g/l pii 100°C [11]), tudiz
vytvoreni zasobniho roztoku 5,0-10" mol/l za standardnich podminek je neproveditelné.

Pti zhotovovani zakladnich roztokd jsem barvivo pfevedla na sodnou sil, ktera
je jiz rozpustna ve vodé. Pro vznik této soli postaci ekvimolarni mnozstvi NaOH a PR.

Na digitalnich analytickych vahéch jsem si diferencné¢ do odmérné banky navazila
0,0904 g (0,0908-0,0004 g) PR substance, kterou jsem v odmérné baince rozpustila
S ¢asti deionizované vody. K takto pfipravené smési jsem po malych ¢astech pfidavala
0,1 M NaOH az do rozpusténi PR. Potiebné mnozstvi 0,1 M NaOH jsem vypocitala
na 2,55 ml tohoto roztoku. Poté jsem doplnila roztok deionizovanou vodou do 50,0 ml.
Roztok jsem v intervalu deseti minut nékolikrat protiepavala. Timto jsem ziskala roztok
o koncentraci 5,1-10° mol/I.

Druhy zakladni roztok potfebny k méfeni daného barviva byl pozadovan
o koncentraci  2,0-10" mol/l. Tento roztok jsem pfipravila odpipetovanim 4 ml
ptedchoziho roztoku do 100 ml odmérné bafiky a doplnénim deionizovanou vodou

po rysku.

4.3.4 Zhotoveni zakladnich vodnych roztoki CTAB

Tenzid CTAB je téZzce rozpustny ve vodé (3 g/l pii 20°C) [17 b.], i pfesto
tak nepatrné mnozstvi (0,0903g na 50 ml), které jsem odvazovala, je jeSté
za standardnich podminek rozpustné.

Na digitalnich analytickych vahach jsem si diferencné do odmérné baniky navazila
0,0903 g (0,0970-0,0067 g) CTAB suroviny, kterou jsem v odmérné barce rozpustila
a doplnila deionizovanou vodou do 50,0 ml. Roztok jsem v intervalu deseti minut
nckolikrat protfepavala, o pfitomnosti tenzidu svédcilo opét pénéni. Timto jsem ziskala
roztok o koncentraci 5,0-10” mol/l.

Druhy zakladni roztok potiebny k méfeni daného barviva byl poZadovan
o koncentraci 1,0-10“* mol/l. Tento roztok jsem pfipravila odpipetovanim 2 ml
ptedchoziho roztoku do 100 ml odmérné baiky a doplnénim deionizovanou vodou
po rysku.

Tteti zakladni roztok potiebny k méteni daného barviva byl vhodny o koncentraci
5,0-10* mol/l. Tento roztok jsem piipravila odpipetovanim 5 ml prvniho roztoku

do 50 ml odmérné bariky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku.
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4.3.5 Priprava univerzalniho Brittonova-Robinsonova pufru

Pii zkoumani vlivu povrchové aktivnich latek na optické vlastnosti danych barviv
je pii méfeni nutné zachovat konstantni acidobazické vlastnosti prostiedi.

Jako optimalni se nabizi pouziti univerzalniho Brittonova-Robinsonova pufru,
ktery je smési péti tlumivych soustav a pokryva Sirokou oblast pH (pH 2-12).
Jedna se o roztok smési kyselin fosforecné, octové a borité, ke kterému se piida
pfedepsané mnozstvi roztoku NaOH =za ucelem vytvofeni tlumivého roztoku

0 pozadovaném pH [2].

Nejprve jsem si namichala BR zéakladni roztok kyselin a 0,2 M roztok NaOH:

BR zakladni roztok jsem si pfipravila navazenim 7,8400 g HsPO, 4,8000 g
CH3COOH, 496009 H3BOs;, navazky jsem rozpustila v deionizované vodé
a v odmérné bance jsem doplnila na 2000 ml. VSechny kyseliny maji v tomto roztoku
koncentraci 0,04 M.

Pro 0,2M roztok NaOH je zapotiebi 8,0000 g navazky pevného hydroxidu
sodného. Pti kazdé piipravé tohoto roztoku jsem si navéazila pozadované mnoZstvi

S pfesnosti na setiny s tim, ze tento roztok byl vzdy mirné koncentrovang;jsi.

Zhotoveni tlumivého pufru o pozadovaném pH:

Pied pouzitim BR pufru jsem pfidala odpovidajici mnozstvi hydroxidu sodného
k zdkladnimu roztoku dle tabulek [24]. pH jsem upravila na pozadovanou hodnotu
pomoci pH-metru InoLab pH 720 po kalibraci pfistroje nasledovné:

Zméfila jsem si pH pfipravené smési zakladniho roztoku s roztokem NaOH.
Dle vysledné hodnoty pH jsem zjistila, v jaké oblasti pH se roztok nachazi. Pfidavanim
(pipetovanim) kyselého nebo zasaditého roztoku K vytvofené smési roztoku
a mechanickym michanim jsem upravila hodnotu na pozadovanou dle tabulek [24].
Vzhledem ke koncentrovanéj$§imu zasaditému roztoku NaOH bylo vzdy nutné
k vytvofené smési roztoki piidavat BR zakladni roztok kyselin.

Byly pouzivany pufry s hodnotami pH 5,02 a 7,96 (viz tab.1.).

Tab.1.: Priprava BR pufru ze 100 ml BR zakladniho roztoku

pH BR pufru V (0,2 M NaOH) [ml]
5,02 35
7,96 60
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4.4 Pracovni postup

U vSech provadénych méfeni byl pouzit lihomethanol k odstraiiovani zbylého
barviva z kyvet pted nasledujicim méfenim. Lihomethanol, ktery by ovliviioval polaritu
prostiedi, byl nasledné vysuSen pomoci fénu.

Vsechny vzorky mély objem 4 ml. Méfeni byla uskute¢iiovana pii 25°C.

4.4.1 Pozorovani interakce neutralni ¢ervené s SDS metodou absorpéni

spektrofotometrie a nasledné metodou fluorescené¢ni spektroskopie

Pti vSech méfenich byla zachovavana acidita roztoku BR pufrem o pH 5,02.

4.4.1.1 Priprava slepych vzorki NR

Do tfinacti kadinek jsem si (viz tab.2.) odpipetovala potfebné mnozstvi NR
0c¢=2-10"mol/l a doplnila jsem BR pufrem o pH5,02 do 4ml. Roztoky jsem
promichala a nechala n¢kolik minut stat. Tyto slepé roztoky jsem pouzivala pfi vSech

méfenich s NR.

Tab.2.: Ptiprava roztoku slepych vzorkd NR

SLEPE VZORKY (NR o ¢=2-10"mol/l)
cnr[M] V g [mMI] PUFR o pH 5,02

1 0 0 4,000
2 0,19-10° 0,038 3,962
3 0,38-10° 0,076 3,924
4 0,56:10°° 0,112 3,388
5 0,81-10° 0,162 3,838
6 1,00-10° 0,200 3,300
7 2,00:10° 0,400 3,600
8 3,00-10° 0,600 3,400
9 4,00-10° 0,800 3,200
10 5,00-10° 1,000 3,000
11 6,00-10° 1,200 2,800
12 8,00-10° 1,600 2,400
13 1,00-10* 2,000 2,000
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4.4.1.2 Postup pri méreni absorpéniho spektra NR
Pti méfenich absorp¢nich spekter samotné NR v BR pufru jsem vyuzila slepych
roztokli. Méteni bylo provedeno se vSemi slepymi vzorky od ¢.2 a slepy vzorek ¢.1

bez obsahu barviva byl pouzit K odstranéni rusivych absorbujicich slozek.

4.4.1.3 Vzorky s koncentraci SDS 2:10™ mol/l

Do tiinacti kadinek jsem odpipetovala potiebny objem NR 0 c¢=2:10" mol/l
a poté jsem pridala pufr, vie (viz tab.3.) pro pozadovanou koncentraci SDS 2-10™° mol/l.
Nasledné jsem do kazdého z takto vytvofenych roztokt ptidala jest¢ 0,80 ml SDS
0c=1-10" M. Roztoky jsem promichala a nechala né€kolik minut stat.

Absorpéni spektra roztokli jsem méfila proti slepym vzorkiim (ptiprava

viz 4.4.1.1). Takto ptipravené roztoky jsem pouzila k méfeni fluorescence.

4.4.1.4 Vzorky s koncentraci SDS 4-10° mol/l

Cely diivejsi postup je shodny i pro tuto koncentraci SDS (viz tab.3.) stim
rozdilem, Ze jsem zménila mnozstvi a koncentraci piidavaného tenzidu na 0,32 ml SDS
0¢=5-10" M.

Absorpéni spektra roztokli jsem méfila proti slepym vzorkiim (ptiprava

viz 4.4.1.1). Takto ptipravené roztoky jsem pouzila k méfeni fluorescence.

4.4.1.5 Vzorky s koncentraci SDS 6-10™ mol/l

I na této koncentra¢ni hlading tenzidu jsem pftipravovala tfinact vzorkii NR
s pufrem obdobné s tim rozdilem, Ze jsem zménila mnozstvi pfidavaného tenzidu oproti
predchozimu piipadu na 0,48 ml SDS o ¢=5-10"* M (viz tab.3.).

Absorpéni spektra roztokii jsem meéfila proti slepym vzorkim (pfiprava

viz 4.4.1.1). Takto piipravené roztoky jsem pouzila k méfeni fluorescence.

4.4.1.6 Vzorky s koncentraci SDS 8:10™ mol/l

Opét jsem (viz tab.3.) promichala potfebny objem NR s pfislusnym objemem
pufru. Poté jsem do kazdé kadinky napipetovala 0,64 ml SDS o ¢=5-10* M a nechala
jsem n¢kolik minut stat.

Absorpéni spektra roztokli jsem meéfila proti slepym vzorkiim (piiprava

viz 4.4.1.1). Takto pfipravené roztoky jsem pouzila k méfeni fluorescence.
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4.4.1.7 Vzorky s koncentraci SDS 1-10™ mol/l
Ten samy postup jsem provedla i u posledni pozadované koncentrace SDS.
Zde jsem primichala do kazdého vzorku 0,80 ml SDS o ¢=5-10"* M (viz tab.3.).
Absorpéni spektra roztokii jsem meéfila proti slepym vzorkim (pfiprava

viz 4.4.1.1). Takto ptipravené roztoky jsem pouzila k méfeni fluorescence.
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Tab.3.: Pfiprava roztokd vzorkii NR s SDS na riznych koncentra¢nich hladinach

Pozadovana c(SDS): 2-10° mol/l 4-10° mol/l 6:10° mol/l 8:10° mol/l 1-10"* mol/l

NR o ¢=2-10" mol/l 0,80 ml SDS 0,32mlISDS | 0,48 ml SDS 0,64 ml SDS 0,80 ml SDS

VE VZORCICH 0c=1-10"M 0c=510" M 0c¢=510" M 0c¢=510" M 0c¢=510" M
¢ v [M] V g [MI] PUFR PUFR PUFR PUFR PUFR
1 2,00-10 0,400 2,800 3,280 3,120 2,960 2,800
2 2,19-10° 0,438 2,762 3,242 3,082 2,922 2,762
3 2,38:10° 0,476 2,724 3,204 3,044 2,884 2,724
4 2,56-107 0,512 2,688 3,168 3,008 2,848 2,688
5 2,81-10° 0,562 2,638 3,118 2,958 2,798 2,638
6 3,00-10° 0,600 2,600 3,080 2,920 2,760 2,600
7 4,00-107 0,800 2,400 2,880 2,720 2,560 2,400
8 5,00:10° 1,000 2,200 2,680 2,520 2,360 2,200
9 6,00-10° 1,200 2,000 2,480 2,320 2,160 2,000
10 7,00:10° 1,400 1,800 2,280 2,120 1,960 1,800
11 8,00-10° 1,600 1,600 2,080 1,920 1,760 1,600
12 1,00-10™ 2,000 1,200 1,680 1,520 1,360 1,200
13 1,20-10™ 2,400 0,800 1,280 1,120 0,960 0,800




4.4.2 Pozorovani interakce fenolové ¢ervené s CTAB metodou absorpéni

spektrofotometrie a nasledné metodou fluorescen¢ni spektroskopie

Pti vSech métenich byla zachovavana bazicita roztoku BR pufrem o pH 7,96.

4.4.2.1 Priprava slepych vzorka PR

Do tfinacti kadinek jsem si (viz tab.4.) odpipetovala potiebné mnozstvi PR
0c=2-10"mol/l a doplnila jsem BR pufrem o pH 7,96 do 4 ml. Roztoky jsem
promichala a nechala n€kolik minut stat. Tyto slepé roztoky jsem pouzivala pii vSech

méfenich s PR.

Tab.4.: Ptiprava roztoku slepych vzorkd PR

SLEPE VZORKY (PR o ¢=2-10" mol/l)
cer [M] Ver[ml] PUFR o pH 7,96

1 0 0 4,00
2 0,19:10° 0,038 3,962
3 0,38:10° 0,076 3,924
4 0,56:10° 0,112 3,388
5 0,81-107° 0,162 3,838
6 1,00:10° 0,200 3,300
7 2,00-10° 0,400 3,600
8 3,00:10° 0,600 3,400
9 4,00-10° 0,800 3,200
10 5,00-10° 1,000 3,000
11 6,00-10° 1,200 2,800
12 8,00-10° 1,600 2,400
13 1,00-10™ 2,000 2,000

4.4.2.2 Postup pri méreni absorpéniho spektra PR
Pfi méfenich absorpcnich spekter samotné PR v BR pufru jsem vyuzila slepych
roztokd. Méfeni bylo provedeno se vSemi slepymi vzorky od ¢€.2 a slepy vzorek ¢.1

bez obsahu barviva byl pouzit k odstranéni rusivych absorbujicich slozek.
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4.4.2.3 Vzorky s koncentraci CTAB 2-10° mol/l
Do tiinacti kadinek jsem odpipetovala potiebny objem PR o ¢=2:10" mol/l
apoté jsem piidala pufr, vSe (viz tab.5.) pro pozadovanou koncentraci CTAB
2:10”° mol/l. Nasledng jsem do kazdého z takto vytvoienych roztoka ptidala jesté
0,80 ml CTAB o c=1-10"* M. Roztoky jsem promichala a nechala nékolik minut stat.
Absorpéni spektra roztokGi jsem meéfila proti slepym vzorkiim (piiprava

viz 4.4.2.1). Takto pfipravené roztoky jsem pouzila k méteni fluorescence.

4.4.2.4 Vzorky s koncentraci CTAB 4-10” mol/l
rozdilem, ze jsem zménila mnozstvi a koncentraci ptidavaného tenzidu na 0,32 ml
CTAB 0 c=5-10" M.

Absorpéni spektra roztokli jsem méfila proti slepym vzorkiim (ptiprava

viz 4.4.2.1). Takto ptipravené roztoky jsem pouzila k méfeni fluorescence.

4.4.2.5 Vzorky s koncentraci CTAB 6-10° mol/l

I na této koncentraéni hladiné tenzidu jsem piipravovala tfinact vzorki PR
S pufrem obdobn¢ stim rozdilem, ze jsem zménila mnozstvi ptidavaného tenzidu
oproti predchozimu pipadu na 0,48 ml CTAB o ¢=5-10" M (viz tab.5.).

Absorpéni spektra roztokli jsem méfila proti slepym vzorkiim (ptiprava

viz 4.4.2.1). Takto ptipravené roztoky jsem pouzila k méfeni fluorescence.

4.4.2.6 Vzorky s koncentraci CTAB 8-10® mol/l

Opét jsem (viz tab.5.) promichala potiebny objem PR s pfislusSnym objemem
pufru. Poté jsem do kazdé kadinky napipetovala 0,64 ml CTAB o ¢=5-10" M a nechala
jsem nékolik minut stat.

Absorpéni spektra roztokli jsem meéfila proti slepym vzorkiim (pfiprava

viz 4.4.2.1). Takto ptipravené roztoky jsem pouzila k méfeni fluorescence.
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Tab.5.: Ptiprava roztokd vzorkti PR s CTAB na riiznych koncentra¢nich hladinach

Pozadovana c(CTAB): 2-10° mol/l 4-10° mol/l 6:10° mol/l 8:10° mol/l
PR o0 ¢=2:10" mol/l 0,80mICTAB | 0,32mICTAB | 0,48 mICTAB | 0,64 ml CTAB

VE VZORCICH 0c=1-10* M 0 ¢=510*M 0¢=510*M 0¢=510* M
cer[M] Ve [MI] PUFR PUFR PUFR PUFR
1 2,00:10° 0,400 2,800 3,280 3,120 2,960
2 2,19-10° 0,438 2,762 3,242 3,082 2,922
3 2,38-10° 0,476 2,724 3,204 3,044 2,884
4 2,56:10° 0,512 2,688 3,168 3,008 2,848
5 2,81-10° 0,562 2,638 3,118 2,958 2,798
6 3,00-10° 0,600 2,600 3,080 2,920 2,760
7 4,00-10° 0,800 2,400 2,880 2,720 2,560
8 5,00-10° 1,000 2,200 2,680 2,520 2,360
9 6,00-10° 1,200 2,000 2,480 2,320 2,160
10 7,00-10°° 1,400 1,800 2,280 2,120 1,960
11 8,00-10° 1,600 1,600 2,080 1,920 1,760
12 1,00-10* 2,000 1,200 1,680 1,520 1,360
13 1,20-10* 2,400 0,800 1,280 1,120 0,960




5 VYSLEDKY

Jak je patrné z teoretické Casti (viz 2.3.2), absorpcni a fluorescencni spektra

samotnych tenzidi pod cmc neabsorbuji v oblasti vinovych délek 300 nm-800 nm, proto

wewr

5.1.1 Absorpéni spektrum NR v BR pufru

Absorpéni spektra NR v BR pufru o pH 5,02 jsem ziskala prométenim slepych
roztokt s postupné vzrustajici koncentraci barviva (viz 4.4.1.2). Ze zméfenych spekter
jsem vybrala dvé odlisna spektra, ktera jsou znazornéna na obr.20. Tato absorpéni
spektra odpovidaji NR o koncentraci 2,81:10° mol/l a 8,00-10° mol/l. V BR pufru
vykazuje NR dvé& absorpéni maxima. Pro koncentraci 2,81-10° mol/l je Amax NR
v UV oblasti 276 nm a ve VIS oblasti 534 nm, zatimco koncentrace 8,00-10™ mol/l
vykazuje Amax NR v UVoblasti 272 nm a ve VIS oblasti 522 nm. Je patrné,
ze se vzrustajici koncentraci NR se absorpcni maxima posouvaji k niz§im vinovym

délkam.

Absorp¢ni spektra NR

15 [\
c(NR):
/ 2,81-10-5 [mol/I]
1 \ ——8-10-5 [mol/I]

0 | |
200 300 400 500 600

ABSORBANCE

A[nm]

Obr.20. Absorpéni spektra NR o koncentracich 2,81-10”° mol/l a 8,00-10°> mol/I
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5.1.2 Vysledky zkoumani vlivu SDS na optické vlastnosti

vodného roztoku neutralni ¢ervené

5.1.2.1 Vysledky na koncentra¢ni hladiné SDS 2-10” mol/I

Na obr.21. jsou znazorndna spektra NR na konstantni hlading SDS 2-10™ mol/l.
Tato absorp¢ni spektra byla méfena proti slepym roztokum (piiprava viz 4.4.1.1).
Koncentrace NR vevzorcich vtéto Fadé postupnd roste od 2,00-10° mol/l
az po 1,20-10* mol/l a hladina SDS se neméni (piiprava vzorkii viz 4.4.1.3). Rizné
koncentrace barviva jsou odliSeny barvami.

Jak je vidét ze spekter, se zvySujici se hladinou barviva se absorpéni maxima
posouvaji  k niz§im vlnovym délkdm (275 nm—267 nm a 531nm—521 nm).
Ve spektrech nedochazi na této koncentra¢ni hladiné k jinym vyraznym posunim.

Absorbance se vzristajici koncentraci NR u obou absorpénich maxim klesa.

5.1.2.2 Vysledky na koncentra¢ni hladiné SDS 4-10” mol/I

Na obr.22. jsou znazornéna dvé vybrana spektra NR na konstantni koncentraéni
hlading SDS 4-10” mol/l. Opét byla mé&fena absorpéni spektra tiinacti vzorki (pfiprava
vzorkd Viz 4.4.1.4) proti stejnym slepym roztokim jako v pfedchozim ptipadé.
Koncentrace NR roste obdobné jako v ptfedchozim ptipadé a hladina SDS se neméni.
Spektra jsou rozlisena barevné dle koncentraci NR.

Na obrazku je znazornén vzorek ¢.5 a ¢.11, tedy vzorky s koncentracemi barviva
2,81-10° mol/l a 8,00-10° mol/l. Ve spektru dochézi k vyraznému sniZeni absorbance
a opét k posunlim absorpénich maxim k nizSim vlnovym délkam. Absorpcni spektra
ostatnich vzorki byla podobna tém na piedchozi koncentracni hladin€ s tendenci
posouvani absorpénich maxim k niz§im vlnovym délkdm se vzrlstajici koncentraci
barviva asklesajici absorbanci ve stejné zavislosti. Vzorek 13., zde neznazornén,

se jiz vyrazn¢ 1i$i svou nizkou absorbanci od ostatnich.

5.1.2.3 Vysledky na koncentraéni hladiné SDS 6-10™ mol/I

Na obr.23. jsou znazornéna opét vSechna spektra NR na konstantni koncentra¢ni
hlading SDS 6:10° mol/l. Byla mé&fena absorpéni spektra tfinacti vzorkd (piiprava
vzorkd viz 4.4.1.5) proti stejnym slepym roztokim jako v pfedchozich piipadech.
Koncentrace NR roste obdobné jako v predchozich piipadech a hladina SDS se neméni.

Spektra jsou rozlisena barevné dle koncentraci NR.
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U téchto absorpénich spekter mizeme zpozorovat jiz vyrazné odliSnosti. Tyto
zmény se odehravaji od koncentrace NR 7,00-10™ mol/l, kdy se ptivodni absorpéni pasy
ptrevraci do zapornych hodnot, v UV oblasti dochazi se vzrustajici koncentraci barviva
k navySovani absorpéniho pasu pii 329 nm a ve viditelné oblasti vznika dal$i absorpéni

pas pii 641 nm. Absorp¢ni spektra nejevi ostré isosbestické body.

5.1.2.4 Vysledky na koncentra¢ni hladiné SDS 8-10” mol/I

Na obr.24. jsou znazornéna dvé vybrana spektra NR na konstantni koncentra¢ni
hladiné SDS 8-10° mol/l. Vybér je shodny jako v piipadé koncentraéni hladiny
4-10° mol/l, aby mohla byt pozd&ji porovnina dana spektra. Op&t byla méfena
absorp¢ni spektra tfinacti vzorkl (pfiprava vzorkd viz 4.4.1.6) proti stejnym slepym
roztokim jako v pfedchozich ptipadech. Koncentrace NR roste obdobné jako
v ptedchozich ptipadech a hladina SDS se neméni. Spektra jsou rozliSena barevné dle
koncentraci NR.

Na obrazku je znazornén vzorek ¢.5 a ¢.11, tedy vzorky s koncentracemi barviva
2,81-10™ mol/l a 8,00-10™ mol/l. Zatimco koncentrace barviva 2,81-10™ mol/l m4 jesté
absorpéni maxima v kladnych hodnotdch, Vv druhém piipadé je tomu naopak.
Absorbance v absorp¢nich maximech jsou je$té vyrazngji snizeny oproti piedchozi

koncentra¢ni hladiné tenzidu.

5.1.2.5 Vysledky na koncentraéni hladiné SDS 1-10 mol/I

Na obr.25. jsou znazornéna spektra NR na konstantni hlading SDS 1-10 mol/l.
Byla méfena absorpéni spektra tfinacti vzorkt (pfiprava vzorkd viz 4.4.1.7) proti
stejnym slepym roztokim jako v pfedchozich ptipadech. Koncentrace NR roste
obdobné jako v pfedchozich piipadech a hladina SDS se neméni. Spektra jsou rozliSena
barevné dle koncentraci NR.

Na spektrech jsou vidét vyrazné zmény. Zlomem k témto zménam je koncentrace
NR 5,00-10° mol/l, kdy se absorpéni maxima opé&t dostavaji do zapornych hodnot
a vznikaji dva nové absorpéni pasy pii 334nm a 648 nm. V téchto absorpcnich

spektrech jsou patrné tfi isosbestické body pii 312 nm, 412 nm a 586 nm.
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5.1.2.6 Vysledky vlivu ménici se koncentrace SDS na stalou koncentraci NR

Na obr.26. jsou znizornéna spektra NR o 8,00-10° mol/l na vzristajici hlading
SDS. Tento obrazek je poskladan z piedchozich naméfenych spekter pii koncentraci
barviva 8:10° mol/l. Zde je pozorovan opalny piistup v hodnoceni spekter, presn&ji
feeno vliv zvysujici se koncentrace SDS na stalou koncentraci barviva.

Na obrazku je patrné, Zze dochazi k vyraznym zménam od koncentrace tenzidu
6-10°° mol/l., kdy se absorpéni maxima pohybuji v zapornych hodnotach a vznikaji dva

nové¢ absorp¢ni pasy pii 330 nm a 638 nm. Isosbestické body nejsou ostré.
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Obr.21. Absorpéni spektra NR s SDS na koncentraéni hlading 2-10™ mol/I
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Obr.22. Absorpéni spektra NR s SDS na koncentraéni hlading 410 mol/l
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ABSORBANCE

Absorp¢éni spektra NR s SDS o ¢= 6-10°> mol/I
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Obr.23. Absorpéni spektra NR s SDS na koncentraéni hlading 6-10™ mol/I
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Obr.24. Absorpéni spektra NR s SDS na koncentraéni hlading 8-10° mol/I
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Obr.26. Absorpéni spektra NR o koncentraci 8-10™ mol/l s SDS
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5.1.2.7 Pozorovani vlivu SDS na Amax NR ve VIS oblasti

Na obr.27. je patrna klesajici tendence absorbance v absorpénim maximu NR
nartznych hladinaich SDS. Cim je vy$§i hladina tenzidu, tim strmé&j$i je pokles
absorbance. S absorbanci klesaji Amax. Vysledné zavislosti absorbance (Amax)
na koncentraci NR byly proloZzeny na jednotlivych koncentra¢nich hladinach SDS
linearni funkci. Chybéjici hodnoty absorbance nebylo mozné vycist z absorpcnich

spekter.

Absorbance NR s SDS pf¥i A, Ve VIS oblasti
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Obr.27. Absorbance NR s SDS pii Amax Ve VIS oblasti
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5.1.3 Absorpéni spektrum PR v BR pufru

Absorp¢ni spektra PR v BR pufru o pH 7,96 jsem ziskala proméienim slepych
roztokt obsahujicich vzristajici koncentraci barviva (viz 4.4.2.2). Ze zmétenych spekter
jsem vybrala dvé odlisna spektra, ktera jsou znazornéna na obr.28. Tato absorpéni
spektra odpovidaji PR o koncentracich 2,38-10° mol/l a 8,00-10° mol/l. V BR pufru
vykazuje PR nékolik absorpénich maxim. Pro koncentraci 2,81-10° mol/l je patrné
pouze hmax PR 559 nm ve VIS oblasti, zatimco koncentrace 8,00-10° mol/l vykazuje

nékolik Amax PR vV UV oblasti a ve VIS oblasti absorpéni maxima pii 444 nm a 560 nm.

Absorp¢ni spektra PR

) /‘\
2
/ \ c(PR):
1,5 ——2,38:10-5 [mol/I]
——8-10-5 [mol/I]
1
/\ / \
os /TN

V \/ \_~ \
—~— N

200 300 400 500 600

ABSORBANCE

0

A[nm]

Obr.28. Absorpéni spektra PR o koncentracich 2,38:10°° mol/l a 8,00-10°> mol/I
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5.1.4 Vysledky zkoumani vlivu CTAB na optické vlastnosti

vodného roztoku fenolové ¢ervené

Na obr.29. az obr.32. jsou znazornéna spektra PR na riznych koncentrac¢nich
hladinach CTAB (ptiprava vzorki viz 4.4.2.3 az 4.4.2.6). Méteni probihalo proti slepym
roztokum (piiprava viz 4.4.2.1).

Na vSech obrazcich jsou spektra velice podobnd, blizkd spektrim samotné PR.
Absorpéni maxima PR téchto spekter se pohybuji okolo 440 nm a 559 nm.
Se vzristajici  koncentraci barviva Vv jednotlivé tadé a koncentraci tenzidu
na jednotlivych koncentraénich hladinach dochazi k poklesu absorpéniho maxima
pii 559 nm a nepatrnému zvyseni druhého maxima pii 440 nm.

Na obr.33. jsou znazornéna spektra PR o 8,00-10®° mol/l na vzristajici hlading
CTAB. Tento obrazek je poskladan z ptedchozich namétenych spekter pii koncentraci
barviva 8,00-10° mol/l. Zde je pozorovan b&zné v literatufe popisovany piistup
v hodnoceni spekter, pfesnéji feceno vliv zvysujici se koncentrace CTAB na stalou
koncentraci barviva.

Z obrazku je patrné, ze dochazi pouze Kk nevyraznym zménam hlavné
v UV oblasti, pti¢emz zavislost neni zfejma. V absorpénim maximu pii 559 nm dochazi
ke snizovani absorbance umérn¢ k vzrustajici koncentraci tenzidu.

Pii pozorovani vlivu CTAB na rtiznych koncentrac¢nich hladinach na Amax PR
okolo 559 nm veVIS oblasti (viz obr.34.) nalezneme klesajici zavislost jako

u ptedchoziho barviva. Strmost téchto kiivek na riznych hladinach tenzidu je podobna.
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Obr.29. Absorpéni spektra PR s CTAB na koncentragni hlading 2+10™° mol/l
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Obr.30. Absorpéni spektra PR s CTAB na koncentragni hlading 4-10™ mol/l
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Obr.31. Absorpéni spektra PR s CTAB na koncentragni hlading 6:10™° mol/l
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Obr.32. Absorpéni spektra PR s CTAB na koncentraéni hlading 8:10”° mol/l
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Obr.33. Absorpéni spektra PR o koncentraci 8-10° mol/l s CTAB
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Obr.34. Absorbance PR s CTAB pii Amax 0kolo 559 nm ve VIS oblasti
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5.2 Fluorescencni spektroskopie

5.2.1 Vysledky zkoumani vlivu SDS na intenzitu fluorescence

vodného roztoku neutralni ¢ervené

Intenzita fluorescence byla métfena na vzorcich zhotovenych dle kapitol 4.4.1.3

az4.4.1.7.

Na koncentra¢nich hladinach SDS 4-10®° mol/l, 8:10° mol/l a 1-10™ mol/l jsem
nastavila spektrofluorimetr AMINCO-Bowman Series 2 nasledovné:

® lex: ménéna dle hodnot Amax odectenych z absorpénich spekter danych vzorka
(viz tab.6.), ¢ervené uvedené hodnoty nebylo mozné odecist z absorpénich
spekter, hodnoty byly nastavené dle piedpokladané Amax

® dem: 605 NM

o Sifka Stérbin: 4 nm

e Citlivost: 885 voltt

e Vzorek pro nastaveni citlivosti: &. 5 v koncentragni fadé SDS 410" mol/I

pro vSechna méteni

Na koncentra¢ni hlading SDS 2-10™ mol/l:

® Jex: ménéna dle hodnot Ayax odectenych z absorpcnich spekter danych vzorkt
(viz tab.6.), ¢ervené uvedené hodnoty nebylo mozné odecist z absorpcnich
spekter, hodnoty byly nastavené dle pifedpokladané Amax

®  dem: 620 NM

o Sifka $térbin: 4 nm

e Citlivost: 850 voltt

e Vzorek pro nastaveni citlivosti: ¢. 5 v této koncentracni fadé

Na koncentra¢ni hlading SDS 6-10™ mol/l:

® e ménéna dle hodnot Anax odectenych z absorpcnich spekter danych vzorkt
(viz tab.6.), ¢ervené uvedené hodnoty nebylo mozné odecist z absorpénich
spekter, hodnoty byly nastavené dle predpokladané Amax

® dem: 630 NM

e Sifka $térbin: 4 nm
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e Citlivost: 860 volta

e Vzorek pro nastaveni citlivosti: ¢. 5 v této koncentra¢ni fadé

Poznamka: Citlivost se u pouzitého typu spektrofluorimetru nastavuje jako napéti

na fotonasobiéi.

Pti sledovani fluorescencnich spekter barviva s tenzidem by mélo byt méfeno vse
pii stejné citlivosti, ale ve dvou piipadech se to nepodafilo. Na obr.35. jsou
fluorescencni spektra NR o koncentraci 5,00-10° mol/l na riznych hladinach SDS
(hodnoty IF viz tab.6., tu¢né vytistény fadek). Pokud se soustiedime na spektra méfena
shodné, tudiz na koncentratnich hladinach SDS 4-10° mol/l, 8-10° mol/l
al-10" mol/l, pak dochdzi knepatrnému snizeni IF uhladiny 1-10™ mol/l.
Xem S€ pohybuje okolo 630 nm. IF NR v emisnich maximech na riznych hladinach SDS
se zvySujici se hladinou NR klesa ruzné¢ strmé (viz obr.36., hodnoty viz tab.6.).
Pfi srovnani koncentra¢nich hladin tenzidu 4-10° mol/l, 8:10° mol/l a1-10™ mol/l,

dochazi opét ke snizeni IF pti dosazeni hladiny 1-10™* mol/I.

Fluorescence NR s SDS

° IF%\\ c(SDS):
/7NN D

10

INTENZITA FLUORESCENCE
()]
/

= 4-10-5 mol/|
4 6-10-5 mol/I
/ = 8.10-5 mol/|
/ e 10-10-5 mol/|
2 /?
0 T
550 570 590 610 630 650 670 690

hem [nm]

Obr.35. Fluorescenéni spektra NR 0 ¢=5,00-10"° mol/I na riznych hladinich SDS
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Fluorescence NR s SDS
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= 2

0
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Obr.36. Intenzita fluorescence NR v emisnich maximech na riznych hladinach

SDS v zavislosti na koncentraci NR



09

Tab.6.: Vysledky zkoumani vlivu SDS na intenzitu fluorescence vodného roztoku NR

Pozadovana c(SDS):
2:10™ mol/l 4-10™ mol/l 6:10™ mol/l 8:10™ mol/l 1:10* mol/I

hex | Aem hex | Aem Aex | Aem Aex | Aem dex | Aem

[nm] | [nm] o [nm] | [nm] o [nm] | [nm] o [nm] | [nm] o [nm] | [nm] '
1 |531 |628 |6,41022 |[[533 |625 |7,94220 |[[533 |628 |5,93536 |[|534 |[627 |7,72430 ||533 |625 |7,22107
2 |531 (631 |6,60034 ||531 |627 |8,55560 ||531 |627 |6,41937 ||533 |627 |8,09296 |[/531 |627 |7,92572
3 |529 (629 |7,07123 ||531 |629 (891449 |[530 |630 |7,09900 ||530 |625 |8,65234 |[532 |630 |8,10730
4 529 |[628 |7,07794 |[530 |627 |9,09302 ||529 |[628 |7,14233 ||529 |628 |8,7/0850 ||530 |627 |8,41278
5 | 526 |626 |7,42554 |[|529 |627 |9,34021 ||528 |628 |7,37030 /530 |627 |8,99261 |[/532 |629 |8,76190
6 |528 [627 |7,42035 ||527 |626 |9,49951 ||529 |627 |7,56439 |[|530 |628 |9,10187 |[/529 |625 | 8,86993
7 |522 |[629 |7,70874 ||525 |625 |9,35638 ||525 |631 |7,88605 |[527 |627 |9,44946 |[530 |631 |8,88489
8 |[521 |[629 | 745117 |[523 |630 |9,55109 ||521 |[631 |7,93243 |[530 |628 |9,57428 ||530 |626 | 8,94043
9 |519 (629 |6,78467 ||521 |629 |9,27734 ||527 |629 |7,94922 ||530 |627 |9,44214 ||530 |627 |8,99750
10 | 520 |629 |6,16089 ||522 |630 |8,97522 |[518 |629 |7,42859 |[[530 |627 |9,56360 |[[530 |625 |8,66486
11 |520 629 |5,53741 |[521 |629 |8,36517 |[|520 |630 |7,30438 ||530 |630 |[9,17267 ||530 |629 |8,87085
12 1521 | 625 |4,31976 ||525 |629 |7,19879 ||514 |627 |6,75049 ||530 |[631 |8,90411 ||530 |628 |8,97888
13 1520 |632 |3,50189 |[525 |631 |591217 |/520 |629 |5,35828 ||530 |627 |8,49915 ||530 |629 | 8,79059




5.2.2 Vysledky zkoumani vliva CTAB na intenzitu fluorescence

vodného roztoku fenolové ¢ervené

Intenzita fluorescence byla méfena na vzorcich zhotovenych dle kapitol 4.4.2.3

az 4.4.2.6 pti tomto nastaveni spektrofluorimetru AMINCO-Bowman Series 2:

o e ménéna dle hodnot Amax odectenych z absorpénich spekter danych vzorkl
(viz tab.7.), ¢ervené uvedené hodnoty nebylo mozné odeCist z absorpénich
spekter, hodnoty byly nastavené dle piedpokladané Amax

®  dem: 580 Nm

o Siika §térbin: 8 nm

e Citlivost: 1275 volta

e Vzorek pro nastaveni citlivosti: .6 v 1. koncentracni fad¢ pro vSechna méteni

Pfi sledovani vlivu CTAB na fluorescenéni spektrum PR nebyly pozorovany
vyrazné zmény. Na obr.37. jsou fluorescenéni spektra PR o koncentraci 5,00-10™ mol/I
na riznych hladinaich CTAB (hodnoty IF viz tab.7., tu¢né vytistény fadek). Se zvysujici
se koncentraci tenzidu intenzita fluorescence nepatrné roste. Aem Se pohybuje okolo

589 nm.

Fluorescence PR s CTAB

5 \ ¢ (CTAB):

\ 2-10-5 mol/I
%\\ —— 4-10-5 mol/I
% —— 6-10-5 mol/I
% —— 8-10-5 mol/I

INTENZITA FLUORESCENCE
w L
%
;

570 580 590 600 610 620 630 640 650

)“emmision [nm]

Obr.37. Fluorescenéni spektra PR o ¢=5,00-10" mol/l na riznych hladinich CTAB
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Na obr.38. je zavislost intenzity fluorescence v emisnich maximech na vzristajici
koncentraci PR (hodnoty viz tab.7.). Intenzita fluorescence ve vSech piipadech strmé
klesa s rostouci koncentraci PR a nejvyssi strmost je pozorovana u koncentra¢ni hladiny

tenzidu 810 mol/I.

Fluorescence PRs CTAB
S
0
\

Q x 6 T~
Q < PN
oF ° m\\ c(CTAB):
E% 4 N ——2:10-5mol/I
<3 ——4.10-5mol/I
~N = ——6-10-5 mol/I
Z > 2 ——
L — ——8.10-5 mol/I
|_ —
Z 1

0

1,50E-05 3,50E-05 5,50E-05 7,50E-05 9,50E-05 1,15E-04 1,35E-04

¢ (PR) [mol/1]

Obr.38. Intenzita fluorescence PR v emisnich maximech na riznych hladinach

CTAB v zavislosti na koncentraci PR
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Tab.7.: Vysledky zkoumani vlivu CTAB na intenzitu fluorescence vodného roztoku PR

Pozadovana ¢(CTAB):
2-10"° mol/I 4-10"° mol/I 6-10"° mol/I 8-10"° mol/I

Aex Aem Aex | Aem Aex Aem Aex Aem

[nm] | [nm] d [nm] | [nm] d [nm] | [nm] " [nm] | [nm] d
1 |559 |[584 [5,01434 559 |580 | 5,48340 559 | 581 |[5,76477 559 |581 |6,27167
2 | 559 |[582 |5,09766 559 | 581 |5,40222 559 |584 |[5,67871 559 [582 |6,10535
3 | 559 |586 |5,02258 559 | 581 |5,25482 559 | 582 | 5,69855 559 | 580 | 6,02478
4 | 559 |585 |4,95850 559 | 584 |5,20782 559 | 583 |5,55634 559 | 585 | 5,86426
5 | 559 |[585 |4,88525 559 | 584 | 5,22980 559 | 583 |5,51086 560 | 583 |5,92651
6 |559 |[584 |4,80621 559 | 587 |5,08514 559 | 589 | 5,48248 560 | 583 |5,77728
7 | 559 |[586 |4,57428 560 | 588 | 4,62006 559 | 588 | 4,84924 560 |587 |[5,20721
8 | 559 |588 |3,93829 558 | 590 | 4,10156 560 | 590 | 4,18549 561 | 589 | 4,48761
9 |558 |[591 | 3,44086 558 | 590 | 3,63525 559 | 590 | 3,64563 559 | 591 | 3,93158
10 | 560 |591 | 2,94037 559 |592 |3,11981 558 | 591 | 2,97302 559 | 594 | 3,23395
11 | 559 |593 |2,45361 559 | 594 | 2,59277 559 597 | 2,70508 559 595 | 2,71759
12 | 559 |595 |1,82312 559 | 596 |1,87073 559 | 596 | 1,83044 559 | 597 | 2,09045
13 | 559 |598 | 1,46698 559 | 601 | 1,44348 559 | 597 | 1,42914 559 |598 | 1,60675




6 DISKUSE

6.1 Interakce SDS s NR

Pii pozorovani absorp¢nich spekter barviva stenzidem je nejdiive nutné,
abychom znali absorpéni spektra samotnych barviv. Na obr.20. je znazornéno samotné
spektrum NR o dvou riiznych koncentracich. Ob¢ vinové délky maxima se posouvaji
se vzrustajici koncentraci barviva K niz§im hodnotam. Tyto nevelké hypsochromni
posuny Vv fadu jednotek az jedné desitky nm lze pfisuzovat tvorbé dimerd barviva
[23, 8]. Tyto nepatrné zmény nemaji vyznam pii posuzovani absorpCnich spekter
barviva s tenzidem, kde byly nalezeny posuny mnohem vé&tsi.

Ve své praci jsem sledovala interakci NR s SDS na koncentra¢nich hladinach SDS
2:10®° mol/l, 4-10° mol/l, 6:10 mol/l, 8-10° mol/l a 1-10* mol/l. Tyto hladiny byly
zvoleny v koncentracich jest¢ pod cmc tenzidu, ktera sohledem na iontovou silu
pouzitého pufru je 4,6.10™ mol/l [20].

Na koncentragnich hladinach 2-10®° mol/l a 4-10° mol/l nedochazi k vyraznym
zménam, pouze se snizuji Amax a absorbance se zvySujici se koncentraci barviva.
Ponévadz dochazi pfiblizné ke stejnym posuniim Amax jako tomu je u samotného
barviva, nelze ptedpokladat tvorbu jakychkoli agregati NR s tenzidem. Zde pouze
usuzuji na tvorbu iontovych pari, které vyrazné snizuji absorbanci barviva.

Na koncentraénich hladinach 610 mol/l, 8:10° mol/l a 1-10 mol/l (viz obr.21.
az obr.25.) je situace ale vyrazn¢ odli$na od ptedchozich dvou hladin. Vznikaji dva nové
absorpéni pasy se soucasnym zanikem pasti pivodnich. Tyto nové systémy se lisi
Vv energii, kterou pii pfechodu elektront pfijimaji, jinak feceno absorbuji pfi odliSnych
vlnovych délkach oproti pivodnimu barvivu. Nové vznikly absorpéni pas (648 nm)
Ize ptisuzovat dvojité protonizované formé barviva asociované s tenzidem [8], zatimco
druhy pas pti 334 nm vznika pii tvorbé jiného vysoce usporadaného asociatu tenzidu
s barvivem. Ptivodni absorpéni pas okolo 530 nm odpovida barvivu v kationické formé,
které nejspiSe vytvaii iontovy par stenzidem, coZje pozorovano diky snizujici
se absorbanci se vzrustajici koncentraci barviva.

Nejvyrazn&jsi posuny nastavaji na koncentradni hlading 1-10 mol/l. Zde jsou
zietelné i tii isosbestické body, které charakterizuji rovnovahu mezi ¢tyfmi formami

systému barvivo-tenzid. Zfejmée se jedna o samotny kationt, iontovy par, asociat dvojité
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protonizované¢ho kationtu s tenzidem a vysoce uspofddany asociat. Absorpcni pas
pfi 334 nm nelze pficitat neutralni formé barviva, nebot’ tento pés lezi okolo 452 nm.
Fluorescen¢ni spektra v tomto piipad¢ poskytuji méné informaci. To je Castecné
zpusobeno tim, Ze se nepodafilo méfit na vSech hladinach se stejnou citlivosti. AvSak
presto je vidét, Ze nedochazi Kk posunim vlnové délky emisnich maxim a zmény
V intenzité emise jsou pfinejmensim z velké miry ovlivnény nestejnymi absorbancemi

Vv zavislosti na koncentracich barviva, tedy nestejnou intenzitou excita¢niho zateni.

6.2 Interakce CTAB s PR

Zatimco samotné spektrum NR jevilo zietelné zmény v Amax, U Spekter PR
hodnoty Amax kolisaji velmi nepatrné, coz muze byt zpiisobeno také limitovanou
ptesnosti uréeni vinovych délek maxim z namétenych spekter (viz obr.28.).

Ve své praci jsem sledovala interakci PR s CTAB na koncentrac¢nich hladinach
CTAB 2:10° mol/l, 4-10®° mol/l, 6:10™ mol/l a 8-:10® mol/l. Tyto hladiny byly zvoleny
v koncentracich jesté pod cmc tenzidu, ktera je v tomto piipadé pii 25°C 2,3-10™ mol/l
[23].

Spektra vykazuji dvé absorpéni maxima (viz obr.29. az obr.32.), ktera
se v prib&hu zvySovani koncentraci PR i CTAB, co se ty¢e vinovych délek maxim,
neméni. Absorbance v okoli 559 nm se vzriistajici koncentraci barviva pozvolna klesa,
coz ukazuje na urcité ovlivnéni tenzidem. Absorpéni maximum okolo 440 nm odpovida
jednomocnému aniontu barviva a druhé absorpéni maximum okolo 559 nm nalezi
dvojmocnému aniontu barviva [9]. V druhém piipadé dochazi jen k nepatrnému poklesu
absorbance vlivem rostouciho mnozstvi tenzidu a zaroveil se zafina vice uplatiiovat
jednomocny aniont barviva.

Je-li PR v roztoku pfitomna v dianiontové formé, je polarita tohoto aniontu patrné
jiz tak velkd, Ze zdsadn¢ prevlada iontovy charakter cCastice nad hydrofobnim
a hydrofobni vlastnosti se neprojevi. Domnivam se, Ze nepatrné posuny maxim
ve spektrech mohou byt vyvolany pouze tvorbou iontovych pard.

Se zvySujici se hladinou tenzidu se jen nepatrné navysuje IF (viz obr.37.).
Se zvySujici se koncentraci barviva IF v emisnich maximech strm¢ klesa, z ¢ehoz
by se dala usuzovat samozhaseci schopnost PR. Je ovSem tieba i zde pfipomenout,
ze pokles hodnot IF s koncentraci PR je ve zna¢né mite zpisoben klesajici intenzitou
excitaéniho zafeni (srov. obr.34. a obr.38.). Emisni Anax Se néjak vyrazné nemeéni

a pohybuje se okolo 589 nm.
65



7 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala pozorovanim interakci ve dvou odlisnych
systémech barviva s tenzidem: neutrdlni Cervené s laurylsiranem sodnym a fenolové
Cervené s cetyltrimethylammonium-bromidem. M¢feni byla provadéna v submicelarni
oblasti. Byl zvolen postup, kdy méfeni probihala na nékolika koncentra¢nich hladinach
tenzidu, a koncentrace barviv byly na ptislusné koncentracni hlading tenzidu zvySovany.
K posuzovani danych interakci byly pouzity dvé optické metody absorpéni
a fluorescencni spektroskopie.

Zmény v absorpcnich spektrech NR s SDS jsou vyznamného charakteru oproti
spektrim samotného barviva. Se zvySujici se koncentraci SDS (od hladiny SDS
6-10° mol/l) dochazi k tvorb& dvou novych odlignych asociatii. Nejvyrazn&jsi zmény
jsou pozorovany na hlading SDS 1-10 mol/l. Asociat absorbujici pii niz§i energii
je povazovan za systém tenzidu s dvojité protonizovanym barvivem. Naméfena
fluorescencni spektra nebylo mozné k podobnym zaveérim vyuzit.

V roztocich PR s CTAB nedochazi K vyraznym zménam absorpcnich spekter
pravdépodobné proto, ze dianiontova forma PR v molekule postrddd dostacujici
hydrofobni ¢ast. Je pravdépodobné, ze pii téchto interakcich plisobi pouze iontové sily,
a tudiz se tvofi iontové pary.

Fluorescen¢ni analyza roztoki PR s CTAB koreluje s dosazenymi vysledky
v absorp¢ni  spektroskopii, nebot’ ani zde nedochazi k markantnim zménam.
S ptidavkem CTAB na konstantni koncentraci barviva se jen nepatrné zvySuje intenzita
fluorescence, naopak se zvySujici se koncentraci barviva intenzita fluorescence
Vv emisnich maximech vyraznég klesa.

U obou barviv je ziejmé, Ze dochazi k ovlivnéni jejich optickych vlastnosti
tenzidy, coz se projevi v absorp¢nich a emisnich spektrech. V obou pfipadech vsak bylo
mozné ziskat viditeln¢ vice informaci o interakcich barvivo-tenzid ze spekter
absorpCnich. To lze interpretovat tak, ze energie nejnizSiho excitovan¢ho singletniho
stavu neni ovlivnéna rozsahem asociace Castic ve studované soustavé. To je ponékud
paradoxni zavér, uvédomime-li si, Ze pfi interpretaci absorp¢nich spekter byla ve shodé¢
s literarnimi Gdaji uvazovana tvorba iontil s jednim i vice ndboji. Je vSak mozné, Ze diky
asociaci jsou fluorofory ve studovanych roztocich natolik stabilizovany bez ohledu

na rozsah ionizace, Ze se ionizace V emisnich spektrech nijak neprojevi.
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Mira a forma zmén ve spektrech zavisi vyrazné¢ na hydrofobnich
I elektrostatickych nevazebnych interakcich ve studovanych systémech. To je patrné
diivodem mnohem vyraznéjSich zmén ve spektrech v roztocich NR s SDS v porovnani
s roztoky PR s CTAB. Tato skute¢nost je rovnéZ pickvapujici nebot’ koncentrace CTAB
v roztocich PR s CTAB byly mnohem blize hodnot¢ cmc nez koncentrace SDS
v roztocich NR s SDS.

Lze konstatovat, Zze podle ziskanych vysledkii se v roztocich barviv a tenzida

vyskytuji asociaty rizného sloZeni, coz podporuje zavéry prace [23].
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