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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyva studiem interakci mezi laurylsiranem sodnym a
organickymi barvivy s vyuzitim extrakéni spektrofotometrie, UV-VIS absorpéni
spektrofotometrie a fluorimetrie. Studium roztoki, které obsahovaly neutrdlni Cerven a

lauralsiran sodny, poskytlo velmi zajimavé vysledky.



1. UVOD




Tenzidy (povrchové aktivni latky, surfactanty) jsou v dne$ni dobé¢ hojné uzivané latky.
Z praktického hlediska jsou dulezité predevsim jejich schopnosti v roztocich, kde tenzidy
vykazuji emulgacni, pénici, Cistici a hlavné stabilizujici funkci. VSechny hrubé disperzni
soustavy musi byt stabilizovany pomoci tenzidl. Tenzidy jsou pouZzivany nejen ve farmacii,

ale také v kosmetice a v potravinarstvi.

Pro farmaceutické ucely musi byt tenzid naprosto neskodny, Cisty, v 1ékopise jsou
dany limity obsahu pfimési, dilezitd je také esteticka stranka. Podminkou pro to, aby byla
molekula tenzidem je pfitomnost nepolarni a polarni Casti, které museji mit dostatecnou

velikost a jsou v urcité dostate¢né vzdalenosti od sebe.

Barviva, nebo barvivim podobné molekuly, hraji v 1ékafskych oborech vyznamnou
roli. Slouzi nejen k diagnostice, analytice a fotochemoterapii, kde "barva" hraje podstatnou
roli, ale slouZzi také jako 1éc¢iva, kde vlastni barva slouc¢eniny neni podstatna. Dulezité u téchto
latek je, ze obvykle musi mit velkou planarni molekulu (vlastnost podobna barviviim) rizné

substituovanou tak, aby 1é¢ivo mélo afinitu k pozadovanému substratu.

Protoze 1é¢iva obsahuji jako stabilizatory piisluSné tenzidy a soucasné obsahuji i rlizna
barviva, jsou dulezité vzajemné interakce mezi témito slozkami v roztocich.

V této diplomové praci jsem sledovala interakce mezi laurylsiranem sodnym a

organickymi barvivy s vyuzitim extrakéni spektrofotometrie, UV-VIS absorpéni

spektrofotometrie a fluorimetrie.



2. TEORETICKA CAST




2.1 Tenzidy [1]

2.1.1 SlozZeni tenzidu

Tenzidy jsou n¢kdy také oznaCovany jako povrchové aktivni latky, nebo surfaktanty.
Jejich molekuly se skladaji ze dvou casti, které maji opacnou afinitu k danému prostiedi, a to
z ¢asti hydrofilni a lipofilni, které musi mit urCitou velikost a jsou v urcité dostatecné
vzdalenosti od sebe.

Hydrofilni je polarni ¢ast nebo ¢asti molekuly, které maji afinitu k vod¢ a kolem
kterych se vytvaii solvatac¢ni obal z molekul vody. To znamen4, ze jsou ve vodném prostiedi
vV rizné mife hydratovany. Hydrofilni ¢asti molekuly tenzidu mohou ve vodném roztoku

disociovat (napi. - COOH, - SOzH).

Lipofilni jsou nepolarni ¢asti molekuly tenzidu, které vodu odpuzuji. Lipofilni slozku

mohou vytvaret struktury aromatickych slouc¢enin, uhlovodikové fetézce alkani nebo alkent.

2.1.2 Rozdéleni tenzidu

Podle schopnosti disociace ve vodé délime tenzidy na:
1. Neiontové
2. lontové
e Amfoterni
e Anionické
e Kationické

Amfoternich tenzidi je nejméné. Obsahuji kationtové i aniontové skupiny a méni svij
naboj podle pH prosttedi. Pfi vysSich hodnotach pH se vyskytuji jako aniontové a pfi nizSim
jako kationtové. Pii pH, pfi kterém je koncentrace obou nabojii stejnd, ma tenzid nejnizsi
rozpustnost ve vode.

Aniontové tenzidy jsou nejvice uCinné tenzidy, proto jsou hojné vyuzivané
V primyslu. VétSinou maji formu soli (karboxylovych kyselin, sulfonovych kyselin, kyseliny
fosfore¢né, kyseliny sirové). Ve vode disociuji na povrchové aktivni, negativné nabity aniont

a mensi kationt.
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Kationtovy tenzid obsahuje povrchové aktivni cast, kterd nese bud’ permanentné

(quaty) nebo podle pH (aminy) kladny naboj.

2.1.3 Vlastnosti tenzidu

Diilezitou vlastnosti tenzidi je jejich afinita k fazovému rozhranni. Dokazi meénit
energetické poméry na fazovém rozhranni uz pii dosazeni nizkych koncentraci, coz se

projevuje snizenim povrchového napéti.

Vedle afinity tenzidii k fazovému rozhranni hraje dulezitou roli také schopnost
molekul tenzidd, po dosazeni urCité koncentrace v roztoku (tzv. kritické micelarni
koncentrace — CMC), spontanné reagovat a vytvafet utvary, které se oznacuji jako micely.
Tento d¢j je vratny, to znamenad, ze po nafedéni roztoku micely zanikaji a vznika opé€t pravy
roztok. V oblasti CMC se prudce méni nékteré parametry soustavy jako osmoticky tlak,

hustota, vodivost a dalsi.

2.2 Interakce organickvch barviv s tenzidy

V publikacich, které se zabyvaji tématem interakce organickych barviv s tenzidy, se
sleduje vliv tenzidl na absorpéni spektra organickych barviv [3,4]. Zmény v absorpcnich
spektrech barviv jsou zplsobovany predev§im vlivem elektrostatickych interakei. Tato
skutecnost byla doloZena i tim, ze v pfitomnosti souhlasné nabitych tenzidi nedojde ke
zménam v absorp¢nich spektrech barviv [4,5]. V téchto publikacich jsou zkoumany tenzidy
anionické (napt. dodecylsiran sodny), kationické (napf. cetrimid) i neionogenni tenzidy (napf.
Triton X-100) [3,4], jejichZ koncentrace stoupaji od koncentraci fadové stejnych s koncentraci
barviva az ke koncentracim, které odpovidaji stonasobku koncentrace barviva [3-6,9]. R.K.
Dutta a S.N. Bhat se zaméfili na sledovani zmén v absorpénim spektru methyloranze po
pfidani kationického tenzidu N-hexadecylpyridiniumchloridu a po pfidani neionogenniho
tenzidu Tritonu X-100 [4]. Timto pokusem potvrdili myslenku, Ze docela bézn¢ tvoti agregaty
jak barvivo s tenzidem, které nesou opac¢ny naboj, tak i barvivo s neionigennim tenzidem [8].
Vlivem tenzidu na absorp¢ni spektrum organickych barviv se zabyvali také R.T. Buwalda a
kol., kteti sledovali vliv raznych koncentraci tenzida (napf.
n-alkyltrimethylamoniumbromidu) na absorpéni spektra barviv (napf. methyloranze,

ethyloranze) [6].
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2.2.1 Tvorba agregatii azobarviv s kationickymi tenzidy

Autofi publikace [6] zkoumali interakce azobarviv s tenzidy ve vodném prostiedi
prostiednictvim UV-VIS spektroskopie. Jak uvadéji, nabité polymery a neionogenni
polymery maji schopnost ptisobit spole¢né s ionty organickych molekul, coz vede k utvareni
agregati, které jsou divodem zmén v absorp¢nich spektrech barviv. Agregace je v prvni fade
umoznéna Coulombovskym pfitahovanim iontl tenzidu a opacnych ndbojii aromatickych
molekul, coz indukuje vznik elektroneutralnich agregatii. Agregace je dale usnadnéna
hydrofobickym shlukovanim alkylovych fetézcti tenzidu [2]. Studie [6] byla predevsSim
zameétena na interakce mezi molekulou kationického barviva a anionického proteinu, stejné
jako kationického proteinu a anionického barviva. Bylo dok4zdno, ze mezi kationickymi
proteiny a methyloranzi dochézi k interakcim, které jsou zodpovédné za zmény v absorp¢nich
spektrech azobarviva. Stejné tak 1 kationické tenzidy zplsobuji zmény v absorpcnich
spektrech anionickych barviv [4,5]. Nejvétsi zmény v absorpénim spektru barviva jsou pfitom

pozorovany pii koncentraci tenzidu pod CMC (kritickd micelarni koncentrace).

V nékterych pokusech [6] byl sledovan vliv ménicich se koncentraci tenzidi
(n-alkyltrimethylamoniumbromidu a 4-n-alkyl-1-methylpyridiniumjodidu) na absorp¢ni
spektra azobarviv (methyloranze, p-methyl¢ervené, ethyloranze). Bylo zjisténo, ze nejmensi
pouzité koncentrace tenzidd (napt. cetrimidu) vedly ke snizeni absorbance MO ve vodném
prosttedi pfi vinové délce 463 nm [6], v jinych studiich [7] bylo absorpéni maximum MO pfti
465 nm, a Vv prostfedi ethanolu [6] bylo absorpéni maximum MO naméfeno pii 417 nm.
Pokud se zvySuje koncentrace tenzidu, dochazi v absorpcnim spektru MO pii vinové délce
380 nm k vytvoieni nového absorpéniho pasu, jehoz vyskyt je vysvétlovan tvorbou iontového
paru pfislusného barviva stenzidem. Intenzita tohoto absorpcniho pésu se zvySovala se
zvySujicim se piidavkem tenzidu aZ do vytvofeni absorp¢niho pasu pii vinové délce 430 nm,
kdy zacala intenzita klesat. Tato vlnova délka odpovidd MO véazané ke kationickym micelam

tenzidu. Tyto pokusy byly provedeny v piitomnosti boratového pufru o pH 9.4 [6].

2.2.2 J- a H-agregaty komplexu porphyrin-¢inidlo

Indicti autofi [2] se zabyvali interakcemi mezi porphyrinovymi barvivy a tenzidy
(cetyltrimethylamoniumbromidem, Tritonem X-100, atd.). Zjistili, Ze se pii téchto interakcich
tvoii bud nespecifické agregaty, nebo vysoce specifické agregaty (H-typu, J-typu).

Popsali, Ze pokud tvorba agregatu neni ve spektru zietelnd, to znamena ze posun
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absorp¢niho pasu je nepatrny, mluvi se o tvorbé nespecifického agregatu, u néhoz nemtize byt
jasn¢ feceno, zda je to J- nebo H-typ. O J-typu nebo H-typu mluvime u agregatd, které maji
molekuly barviva vysoce usporadané. Tvorba H-agregatu se v absorpcnim spektru projevi
vytvofenim nového absorpéniho pésu, ktery je uzsi v porovnani s absorpénim pasem
samotného barviva a je oproti nému posunut hypsochromn¢, zatimco absorp¢ni pés J-agregatu

je posunut bathochromng.

Neékdy mize tvorbé H-agregatu predchéazet tvorba J-agregatu. Jednotlivé typy agregat
se tvofi pii raznych koncentracich tenzidu. U porphyrinovych barviv se monomer méni v J-
agregat tehdy, kdyz se koncentrace tenzidu rovna dvojnasobku koncentrace barviva. Pii
dal$im zvySovani koncentrace tenzidu je J-agregat nestabilni a jakmile je koncentrace tenzidu

oproti koncentraci barviva ¢tyfndsobnd, J-agregat zmizi a vznikd H-agregat.

2.2.3 Vliv délky uhlikatého Fetézce tenzidu na tvorbu agregatu

Ukazuje se, Ze i hydrofobni interakce jsou pro tvorbu agregati dilezité. Toto tvrzeni
bylo prokazano tim, ze spektrum MO nebylo ovlivnéno dodecyltrimethylamoniumbromidem
V prostiedi ethanolu [6]. Sledovanim interakci mezi MO a
alkyltrimethylamoniumbromidovymi slouceninami s riznou délkou alkylovych fetézch
v prostiedi 0,003 mol/l hydroxidu sodného (NaOH) bylo zjisténo, Ze tvorba agregati je
zavisla na délce uhlikatého fetézce tenzidu, coz naznacuje, ze hydrofobni interakce hraji v

procesu agregace diilezitou roli [10].

Vliv hydrofobnich interakci na tvorbu agregatli vyplyva v podstaté 1 ze skutec¢nosti, zZe
MO vytvoii pii interakci stenzidem, ktery ma delSi uhlikaty fetézec, jako je naptiklad
dodecyltrimethylamoniumbromid, novy absorp¢ni pas v oblasti vinové délky 380 nm. Avsak
pfi pouziti tenzidu s krat§im uhlikatym fetézcem, jako je decyltrimethylamoniumbromid se
tento pas neobjevi [6]. Nakonec bylo R.K. Duttou a S.N. Bhatem zjisténo, ze interakce mezi

tenzidem a organickym barvivem jsou jak elektrostatické, tak hydrofobni [4].

2.2.4 Elektrostatické interakce pri agregaci

Vliv iontové sily na absorpéni spektrum barviva ve vodném roztoku tenzidu byl
zkouman [6] prostiednictvim ménicich se koncentraci chloridu sodného, ktery byl pfidavan
do soustavy tenzidu (cetyltrimethylamoniumbromid) a azobarviva (MO) ve vodném prostiedi

a bylo zjisténo, ze ¢im je vyS$i koncentrace pfidavané¢ho chloridu (roste iontova sila
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V soustave), tim se zmenSuje absorpéni pas v oblasti vinové délky 380 nm. Toto v podstaté
odrazi dilezitost elektrostatickych interakci pifi tvorbé agregati. Elektrolyty mohou
zmensSovat elektrostatické interakce mezi barvivem a tenzidem [8]. Neékterymi studiemi [10]
bylo zjisténo, Ze blednuti krystalové violeti je siln€¢ inhibovano anionty soli, které se pii
koncentraci blizké CMC navazi k povrchu micely daného tenzidu elektrostatickymi
interakcemi a zabrani tak jejich interakci s barvivem. Potradi efektivity aniontl jako
inhibitorti, je dano jejich relativni schopnosti snizovat CMC a zvySovat agregac¢ni Cislo pro
dany tenzid. Efektivita aniontl jako inhibitort tedy roste v pofadi: F~ < CI~ < Br~ < N3~

< NO;" [10].

2.2.5 Vliv iontové skupiny v molekule barviva na agragaci

Na tvorbu agregatu ma vliv také poloha a druh iontové skupiny v molekule barviva.
v molekule nez jeho druh. Sledovanim spektralnich posunt [6] u barviva, kde je iontova
skupina v poloze para (methyloranz), bylo zjisténo, ze spektralni posuny jsou vyrazné&jsi, nez
Vv piipad¢, kdy se vyskytuje iontova skupina v poloze ortho (methyl¢erveil) nebo kde iontova
skupina zcela chybi (methylzlut). V téchto pfipadech se totiz poloha absorpéniho maxima
posunuje od vinové délky absorpéniho maxima methylc¢ervené a methylzluti pouze k vinové

délce absorpcniho maxima, kdy je dané azobarvivo vdzano na micely tenzidu [6].

2.2.6 Proces tvorby agregatii

Holandsti autofi [6] sledovali vodné roztoky methyloranze a p-methyl¢ervené
s tenzidem, jehoZ koncentrace byla pod CMC. Zjistili, ze v téchto roztocich byla pozorovéana
srazenina, kterd byla tvofena krystaly obsahujicimi ekvimolarni mnoZstvi tenzidu a barviva.
Pied vznikem sraZeniny ukézalo absorp¢ni spektrum danych roztokii absorpéni pas kratké
vinové délky, jehoZ ptivod neni jesté objasnén. Védci odmitaji vysvétleni, ze tento pas vznika
na zéklad¢ vznikajiciho iontového paru, ale domnivaji se, ze vznikd diky tvorbé agregati
azobarviva vazané¢ho na agregaty tenzidu. Naopak R.K. Dutta a S.N. Bhat [4] jsou toho
nazoru, ze tento pas miiZze byt pfipisovan vzniku iontového paru, ktery je tvofen kationtem
N-hexadecylpyridiniumchloridu a aniontem methyloranze. Zmény v absorpénim spektru MO
po piidavku nizkych koncentraci tenzidu (tj. pod CMC) mohou byt vysvétleny tvorbou
iontového paru pfislusného tenzidu s azobarvivem a agregdtl obsahujicich azobarvivo

Vv pfislusném dimerickém nebo vys$$im agregacnim stupni [5]. Autofi publikace [6] vSak
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namitaji, ze tvorba iontového paru vypada nepravdépodobné, nebot zde neni divod, aby
iontovy par vznikl jen pfi nizkych koncentracich tenzidu. Z vysledktl uvedenych v praci [12]
rovnéz vyplyva, ze absorpcni pas kratké vinové délky lze jen tézko piisoudit samotnému

iontovému paru.

2.3 Metody stanoveni tenzidu |7]

Tenzidy jsou dnes hojné pouzivany, setkime se s nimi v potravinaistvi, kosmetice,
farmacii, jsou uzivany jako solubilizery, detergenty, emulgatory. Metody jejich stanoveni jsou

proto dilezité.

Ke stanoveni tenzidi se da vyuzit fada metod jako napt. chromatografie, titrace,
spektrofotometrie. Pro kvantitativni kontrolu detergentd se pouzivala pfedevS§im titrace.
I. Casero a spolupracovnici [8] se snazili vyuzit titraci pro stanoveni kvartérnich amoniovych
tenzidli. Pfi monitorovani znecisténi vody, se uplatiiuji predevSim spektrofotometrické
metody zalozené na extrakci barevného iontového asociatu (tvotfeného tenzidem a barvivem
opacného naboje).

Qiaohong He a Hengwu Chen [7] sledovali vyuZiti pritokové injekéni analyzy (FIA),
pfi které je detekce provedena prostfednictvim spektrofotometru. Stanoveni anionického

tenzidu je zalozeno na kompetici mezi methyloranzi a timto tenzidem o interakci

s kationickym tenzidem cetylpyridiniumchloridem.

2.4 Méreni absorpénich molekulovych spekter v UV a VIS oblasti [12]

Tato spektra jsou n€kdy oznacovana jako elektronovd, protoZe vznikaji pfechodem
elektronii mezi jednotlivymi orbitaly o rGzné energii, a jsou vyjadiena jako zavislost
absorbance na vlnové délce svétla prochdzejiciho vzorkem. Uplatnéni absorpcnich
molekulovych elektronovych spekter je Siroké: naptf. pifi studiu struktury molekul,

v kvantitativni analyze (diky platnosti Lambertova - Beerova zékona), atd.

Me¢étenim molekulového spektra v UV a VIS oblasti hleddme zéavislost absorbance na
vlnové délce pro dany vzorek. Podle principu méfeni mizeme rozdé€lit spektrofotometry

na tzv. klasické ptistroje a pfistroje s tzv. reverzni optikou (pi. HP 8453).

U klasickych pftistroji dopadd na kyvetu se vzorkem pouze Uzké rozmezi vinovych

délek, které bylo vyclenéno pti prichodu svétla monochromatorem. Intenzita svétla dané

15



vlnové délky je po prichodu vzorkem vyhodnocena fotoClankem a porovnana s intenzitou
svétla, které proslo slepym vzorkem a tim je ziskdna absorbance. Monochromdtor méni
postupné v pribéhu méfeni vinovou délku propousténého svétla a diky tomu je postupné
proméieno spektrum ve zvoleném useku vlnovych délek. Vyhodou této metody je vétsi

linearni fotometricky rozsah s lepSim rozliSenim.

U pfistroju s reverzni optikou dopadéd na kyvetu se vzorkem polychromatické svétlo
emitované zdrojem, protoze tu chybi monochromator. Po priichodu polychromatického svétla
vzorkem je intenzita svétla vyhodnocena tzv. diodovym polem, coz je soustava
polovodicovych diod, z nichz kazda je citlivd na intenzitu svétla ur€itého uzkého rozmezi
vlnovych délek. Intenzita svétla dané vinové délky snimand danou diodou po prichodu
vzorkem je porovnana s intenzitou svétla proslého pii dané vinové délce slepym vzorkem a
tim se ziskd hodnota absorbance pro tuto vinovou délku. Ptislusné spektrum vzorku se vytvoii
prolozenim spojité c¢ary vSemi naméfenymi hodnotami absorbance. Vyhodou tohoto principu
meéfeni je rychlost sniméni spekter a absence mechanického konstrukéniho prvku -

monochromatoru.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 POUZITE CHEMIKALIE

Pti svych pokusech jsem pouzila dané chemikalie:

- Destilovana voda — FaF UK

- Hydroxid sodny — Lachema s.p. Brno, 0.z. Neratovice

- Chloroform — Lachema a.s. Neratovice

- Krystalova violet’ (viz vzorec ¢.1) — Lachema n.p. Brno, pouzita zkratka KV
- Kyselina borita — Lachema n.p. Brno (krystalicka)

- Kyselina chlorovodikova — Lachema n.p. Brno, 0.z. Neratovice

- Kyselina fosforec¢na — Lachema n.p. Brno, 0.z. Neratovice

- Kyselina octova — Lachema a.s. Neratovice

- Laurylsiran sodny (viz vzorec ¢.2) — Lachema a.s. Neratovice, pouzita zkratka LSS
- Lihometanol — FaF UK

- Neutrélni Gerveti (viz vzorec ¢.3) — Lachema n.p. Brno, pouzita zkratka NC

Vzorec €.1: Krystalova violet’ (Mr = 408)

& A
i
H:C—I M—CHs
/;f;,-
i =
iZ1
.-"N\
HsC CH;

Vzorec ¢.2: Laurylsiran sodny (Mr = 288,38)

H;C — (CH2)11— SO4 Na+
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Vzorec €.3: Neutralni Cervent (Mr = 252,3)

N
N CHs
H cl®
CH: =N N NH:

CHs

3.2 POUZITE PRISTROJE

Pfi své praci jsem pouzivala tyto pfistroje:

- Digitalni analytické vahy — Sartorius

- Luminiscen¢ni spektrometr AMINCO-BOWMAN SERIES 2
- Mechanicka laboratorni tiepacka LT-2- Kavalier Sdzava

- pH-metr PerpHect 350 — ORION

- Spektrofotometr HP 8453 — Hewlet Packard

- Spektrofotometr Spekol — Carl Zeiss Jena

3.3 PRIPRAVA ZASOBNICH ROZTOKU

3.3.1 Priprava zikladnich vodnych roztoki neutralni ¢ervené

Na analytickych vahach jsem si navazila 0,0631 g NC (Mr = 252,3), toto mnoZstvi
jsem kvantitativné prevedla do odmérné bailkky na 50 ml, rozpustila a doplnila destilovanou
vodou po rysku. Takto jsem ziskala odmémy roztok NC o koncentraci 5.10" mol/l. Protoze
NC byla k dispozici ve form& baze, byla rozpousténa v ekvimoldrnim mnoZstvi roztoku

kyseliny chlorovodikové (0,2 mol/l).

Dale jsem pro sva méfeni pouZivala roztoky NC o koncentracich 5.10* mol/l,

2.5.10* mol/l a 1.10™ mol/l.

Roztok o koncentraci 5.10* mol/l jsem ziskala odpipetovanim 5 ml zasobniho roztoku
NC o koncentraci 5.10° mol/l do 50 ml odmérné baiiky a doplnénim destilovanou vodou po

rysku.
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Roztoky o koncentraci 2,5.10 mol/l a 1.10* mol/l jsem si p¥ipravila odpipetovanim
2,5 ml a 1 ml roztoku NC o koncentraci 5.10° mol/l do odmémé baiiky a doplnénim

destilovanou vodou do 50 ml.

3.3.2 Priprava zakladnich vodnych roztoki krystalové violeti

Pro piipravu 50 ml roztoku KV (Mr = 408) o koncentraci 5.10™ mol/l jsem si nejprve
na analytickych vahach navazila 0,0102 g KV, prevedla jsem ji kvantitativné do odmérné

banky, rozpustila a doplnila destilovanou vodou do 50 ml.

Pro svd méfeni jsem dale potfebovala roztok KV o koncentraci 1.10* mol/l.
Odpipetovanim 10 ml roztoku KV o koncentraci 5.10™ mol/l a doplnénim destilovanou vodou

vV odmémé baiice do 50 ml jsem ziskala potiebny roztok.

Roztoky KV o niz§ich koncentracich 2,5.10° mol/l a 1.10®° mol/l jsem pfipravila
odpipetovanim 2,5 ml a 1 ml roztoku KV o koncentraci 5.10™ mol/l do 50 ml odmé&rné banky

a doplnénim destilovanou vodou po rysku.

3.3.3 Priprava vodnych roztoki tenzidu

Zakladni roztok LSS (Mr = 288,38) o koncentraci 5 .10 mol/l jsem pftipravila
navazenim 0,7209 g LSS na analytickych vahach, toto mnozstvi jsem kvantitativné prevedla

do odmérné bariky na 50 ml, rozpustila a doplnila destilovanou vodou po rysku.

Roztok o koncentraci 10x nizsi, to znamena 5.10™ mol/l, jsem ziskala odpipetovanim

5 ml zakladniho roztoku tenzidu a doplnénim destilovanou vodou na 50 ml.

Dale jsem potiebovala roztoky LSS o koncentraci 1.10* mol/l, 2.10” mol/l a
1.10°mol/l. Tyto roztoky jsem ziskala z roztoku LSS o koncentraci 5.10° mol/l
odpipetovanim 1 ml, 2 ml a 0,1 ml do odmérné bankky na 50 ml a doplnénim destilovanou

vodou po rysku.

3.4 PRIPRAVA TLUMIVYCH ROZTOKU

Priprava univerzalniho pufru podle H.T.S. Brittona a R.A. Robinsona

Podle literatury [11] jsem pfipravila Britton-Robinsoniv pufr (BR) smisenim dvou

roztokli v ur€itém pomeéru. K jeho pfipravé jsem pottebovala hydroxid sodny o koncentraci
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0,2 mol/l, jehoz potfebné mnozstvi, které jsem nasla v dané literatufe, jsem pridavala ke 25 ml
roztoku kyseliny borité, kyseliny fosforeéné a kyseliny octové o koncentraci 0,04 mol/l. Tak

jsem ziskala pfidavanim rizného mnozstvi hydroxidu pufry o rizném pH (viz tabulka ¢.1).

Tabulka ¢.1: Pfiprava univerzalniho Britton-Robinsonova pufru

Objemfx}gg“r;“z'rgl)mno"“ Objem 0,2 mol/l NaOH (ml) oH
8,75 5,02
11,87 6,59
13,12 7,00
14,37 7,54
25 15,00 7,96
15,62 8,36
16,87 8,95
18,12 9,37
20,63 10,88
3.5 PRACOVNI POSTUP

3.5.1 Extrak¢ni spektrofotometrie

3.5.1.1 Vliv pH na extrahovaltelnost iontovych paru

NC

Ptipravila jsem pét pufrd s riznymi hodnotami pH - 6,59; 7,00; 7,54; 8,36 a 9,37. Tyto
pufry jsem ziskala odméfenim potfebného mnozZstvi roztoku hydroxidu sodného a zasobniho

roztoku kyselin podle tabulky ¢.1 (viz kapitola 3.4).

Do péti zkumavek jsem odpipetovala 3 ml pufru o pfislusném pH, 1 ml zasobniho
roztoku LSS o koncentraci 1.10* mol/l, 1 ml zasobniho roztoku NC o koncentraci 5.10™ mol/l
a 5 ml chloroformu. VSechny zkumavky jsem uzavtela parafilmem, nechala jsem je dvacet
minut tfepat na tfepacce a deset minut stat v klidu. Slepé vzorky jsem si pfipravila stejnym
postupem, ale misto tenzidu jsem pouzila stejné mnozstvi (1 ml) destilované vody.

Absorbanci vzorki jsem méfila pii vinové délce 510 nm.
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3.5.1.2 Hledani optiméalni vilnové délky pro nasledujici experimenty

W

NC

Z vysledkt predeslého méfeni (viz kapitola 3.5.1.1) jsem zjistila, ze pro hledani
optimalni vlnové délky je vhodné pouzit pH 6,59. M¢éfila jsem absorbance tohoto roztoku

proti slepému vzorku pii raznych vinovych délkach.

Vzhledem k nejasnym vysledkim u pufru 6,59 jsem si pfipravila podle postupu
v kapitole 3.4 Britton-Robinsontv pufr o pH 5,02 a pouzila jsem ho pro piipravu vzorku a

slepého vzorku podle postupu v kapitole 3.5.1.1.

KV

Ptipravila jsem si dvé zkumavky, do jedné jsem odpipetovala 1 ml zasobniho roztoku
LSS s koncentraci 1.10* mol/l, do druhé jsem odpipetovala stejné mnozstvi vody (tento
vzorek byl slepy vzorek), do zkumavek jsem piidala po 1 ml zdsobniho roztoku KV
s koncentraci 5.10* mol/l a 3 ml Britton—Robinsonova pufru s pH 7,96. Nakonec jsem piidala
5 ml chloroformu, uzaviela jsem je parafilmem a nechala je dvacet minut tfepat na tfepacce a

deset minut stat v klidu. Absorbance jsem proméiovala pfi riznych vinovych délkach.

Tento pokus jsem zopakovala, ale misto zdsobniho roztoku KV s koncentraci
5.10" mol/l, jsem pouzila nejprve zasobni roztok KV s koncentraci 1.10”° mol/l a poté 1.10™

mol/l (ptiprava viz kapitola 3.3.2).

Nakonec jsme pokus zopakovala jesté¢ jednou podle stejného postupu s pouzitim
zasobni roztoku LSS s koncentraci 1.10™ mol/l a se zasobnim roztokem KV s koncentraci
1.10* mol/l, ale BR pufr o pH 7,96 jsem nahradila za stejné mnozstvi kyseliny

chlorovodikové 0,2 mol/I.
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3.5.1.3 Vliv doby tfepani na extrahovatelnost iontovych paru

W

NC

Zkumavku se vzorkem, ve kterém byla urCena idedlni vinova délka, jsem nechala
dalsich 10 minut tfepat na tiepacce a 10 minut stat v klidu. Absorbanci vzorku jsem znovu

proméfila pti vinové délce 530 nm.

3.5.1.4 Sledovéni vlivu pfebytku NC na interakci s LSS

NC

K pokusu jsem si pfipravila vzorky, kde jsem pouzila pufr o pH 6,59. Postup ptipravy
téchto vzorki byl nasledujici: k 1 ml zasobniho roztoku LSS o koncentraci 1.10™ mol/l jsem
odpipetovala 1 ml zasobniho roztoku NC o danych koncentracich (viz tabulka ¢.2), 3 ml pufru
o pH 6,59 a 5 ml chloroformu. Zkumavky jsem uzaviela parafilmem a nechala 20 minut
ttepat na tfepacce a 10 minut stdt. Méfila jsem absorbanci téchto vzorka proti slepym
vzorkim, které byly pfipraveny stejnym postupem, ale misto tenzidu obsahovaly destilovanou

vodu. Absorbance vzorkl jsem méfila pti vinové délce 530 nm.
Tentyz vzorek jsem proméfila jesté dvakrat po 20 minutach tfepani a deseti minutach
stani.

Tabulka ¢.2: Potifebné koncentrace neutralni ¢ervené

Koncentrace neutralni
cervené ve vodné fazi (mol/l)
1 1.10
210
410"

6.10
8.10 *
1.10°

Cislo vzorku

OB WwWwN
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3.5.2 UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrie

W

NC

Do tfinacti kddinek jsem odpipetovala 0,8 ml zasobniho roztoku LSS o koncentraci
1.10* mol/l, potfebna mnozstvi pufru o pH 5,02 a zasobniho roztoku NC o odpovidajici
koncentraci podle tabulky ¢.3. Podle této tabulky jsem si piipravila i pfislusné slepé vzorky,
které odpovidaly roztokiim NC o rtizné koncentraci, tenzid byl ve slepych roztocich nahrazen

vodou.
Stejny postup jsem pouzila i pro promé&feni vzorki s pufrem o pH 10,88.

Tabulka ¢.3: Slozeni vzorku s nadbytkem barviva

Vzorek Slepy roztok
Kf)ncentrace pbjerp Objem Koncentrace Objeme zés. | Objem
zas. roztoku | zasobniho NC ve ~
. < | pufru roztoku NC pufru
NC roztoku NC (ml) vzorku (mI) (ml)
(mol/l) (ml) (mol/l)
25.10* 0,32 2,88 2,00.10° 0,00 3,20
25.10 0,35 2,85 219.107 0,03 3,17
25.10* 0,38 2,82 238.10° 0,06 3,14
25.10* 0,41 2,79 256.10 7 0.09 3,11
25.10* 0,45 2,75 281.10° 0,13 3,07
25.10 0,48 2,72 3,00.10° 0,16 3,04
25.10* 0,64 2,56 4,00.10 0,32 2,88
25.10* 0,80 2,40 5,00.10 ® 0,48 2,72
25.10* 0,96 2,24 6,00. 10 ° 0,64 2,56
25.10* 1,12 2,08 7,00.10° 0,80 2.40
25.10* 1,28 1,92 8,00.10° 0,96 2,24
50.10 % 0,80 2,40 1,00.10 0,64 2,56
5,0.10 0,96 2,24 1,20.10* 0,80 2,40

KV

Vliv pitebytku KV na interakci s LSS na hladiné 1.10° mol/I

Postup piipravy je stejny jako u NC, pouzila jsem vsak zasobni roztok LSS o
koncentraci 1.10” mol/l, BR pufr o pH 7,96 a zasobni roztok KV o koncentraci viz tabulka

¢.4. Pottebna mnozstvi BR pufru a zasobniho roztoku KV jsou znazornény v tabulce ¢.4.
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Tabulka ¢.4: Ptiprava vzorkl pro absorp¢ni a fluorescenéni spektrometrii

Vzorek Slepy roztok
Koncentrace ,Objer,n Objem Koncentrace Objem zas. Objem
, z4sobniho KV ve
zas. roztoku pufru roztoku KV pufru
KV (molfly | [OZtoku (ml) vzorku (mi) (ml)
KV (ml) (mol/l)
25.10° 0,32 2,88 2,00.10°° 0,00 3,20
25.107° 0,35 2,85 219.10° 0,03 3,17
25.10° 0,38 2,82 238.10° 0,06 3,14
25.107° 0,41 2,79 256.10° 0,09 3,11
25.10° 0,45 2,75 281.10° 0,13 3,07
25.107° 0,48 2,72 3,00.10° 0,16 3,04
25.10° 0,64 2,56 4,00.10 ° 0,32 2,88
25.107° 0,80 2,40 5,00.10 ° 0,48 2,72
25.10° 0,96 2,24 6,00. 10 ° 0,64 2,56
25.10° 1,12 2,08 7,00.10° 0,80 2.40
25.10° 1,28 1,92 8,00.10° 0,96 2,24
5,0.10 0,80 2.40 1,00.10° 0,64 2,56
50.10° 0,96 2,24 1,20.10 0,80 2.40

Pokus jsem zopakovala, pufr jsem vSak nahradila kyselinou chlorovodikovou

0,2 mol/l.

Vliv pitebytku KV na interakci s LSS na hladin& 2.10™ mol/l

Do péti kadinek jsem odpipetovala vzdy 0,4 ml zasobniho roztoku LSS o koncentraci
2.10™* mol/l, zasobni roztok KV o koncentraci 2,5.10™ mol/l podle tabulky &.5 a BR pufr o pH

7,96 do objemu 4 ml. Podle tabulky €.5 jsem pfipravila i slepé vzorky, které obsahovaly misto

tenzidu stejné mnozstvi destilované vody.

Dalsi pokus jsem zopakovala stejnym postupem s tim, Ze jsem rozsifila koncentra¢ni

fadu (viz tabulka €.6)

Absorp¢ni spektra vzorkil jsem proméfila proti slepym vzorktim.

Tabulka ¢.5: Piiprava méfené¢ho a slepého vzorku.

’ Konf:entrace Objem zésobniho Objem S}epy rroztok’ - Slep}'/ roztok -
zasobniho roztoku roztoku KV (ml) | pufru (ml) objem zasobniho | objem pufru
KV (mol/l) roztoku KV (ml) (ml)
2,5.10 0,32 3,28 0,00 0,00
2,5.10 0,64 2,96 0,32 3,68
2,5.10 0,96 2,64 0,64 3,36
2,5.10 1,28 2,32 0,96 3,04
2,5.10 1,60 2,00 1,28 2,72
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Tabulka ¢.6: Rozsifena koncentra¢ni fada

Koncentrace Objem Objem Slepy roztok - Slepy roztok -
zasobni roztoku KV zasobniho pufru objem zasobniho objem pufru
(moll/l) roztoku KV (ml) (ml) roztoku KV (ml) (ml)
2,5.10 0,32 3,28 0,00 0,00
2,5.10 * 0,48 3,12 0,32 3,68
2,510 0,64 2,96 0,48 3,52
2,5.10 0,80 2,80 0,64 3,36
2,510 0,96 2,64 0,80 3,20
2,5.10 1,12 2,48 0,96 3,04
2,5.10 * 1,28 2,32 1,12 2,88
2,510 1,44 2,16 1,28 2,72
2,5.10 1,60 2,00 1,44 2,56

3.5.3 Fluorimetrie

Bylo méfeno excitani spektrum cistého barviva, aby bylo mozno urcit vhodnou

excitaéni vlnovou délku, a nésledné byla u vSech vzorki 1 slepych vzorka snimana spektra

emisni.

Roztoky jsem si pfipravila stejnym zpusobem jako v kapitole 3.5.2 (tabulka ¢.3) pro
NC a (tabulka &.4) pro KV.

Spektra jsem méfila i u slepych vzorki, které odpovidaly roztokiim NC a KV o riizné

koncentraci. Tyto slepé vzorky jsem pfipravila odpipetovanim potfebného mnozstvi

zasobniho roztoku NC a KV o koncentracich odpovidajicim rozpisu tabulek (viz tabulky &.3 a

4), potfebné mnozstvi tenzidu jsem nahradila destilovanou vodou a doplnila BR pufrem o pH

5,02 na objem 4ml.

Tento postup jsem zopakovala s pufrem 10,88 u NC.

U KV jsem postup zopakovala s kyselinou chlorovodikovou 0,2 mol/l misto pufru.
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4. VYSLEDKY
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4.1 Extrakc¢ni spektrofotometrie

4.1.1 Vysledky studia vliva pH na extrahovatelnost iontovych pari

NC

Tabulka &.7 znazorfiuje naméfené absorbance vodnych roztokis NC a LSS o riiznych

hodnotach pH, které byly naméfeny proti slepym vzorkiim pii vinové délce 510 nm, kterad

byla odhadnuta jako vychozi (kapitola 3.5.1.1). Nejvyssi hodnotu absorbance (0,140) jsem

naméfila u vzorkd s BR pufry o pH 6,59 a 7,00. Protoze NC poskytuje pii reakci kation,

pfedpokladala jsem, ze bude protonizace probihat 1épe v kyselejSim prostfedi. Proto jsem

zvolila jako optimalni prostiedi pro dalsi experimenty pH 6,59. Graf zavislosti absorbance na

pH je znazornén na obr. 1.

Tab. ¢.7: Hodnoty

absorbanci pii riznych pH

pH A
6,59 0,140
7,00 0,140
7,54 0,115
8,36 0,070
9,37 0,105

absorbance pfirtiznych pH

0,16 -
0,14 -
0,12 ~
0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 ~
0,02 -

Absorbance

9 10

Obr. 1: Zavislost absorbance na pH

4.1.2 Vysledky hledani optimalni vinové délky

NC

Prométenim vzorku s BR pufrem o pH 6,59 (viz kapitola 3.5.1.1) jsem ziskala

vysledky uvedené v tabulce ¢.8. Z obr. 2, ktery zndzoriiuje zavislost absorbance na vlnové

délce u vzorkil osahujicich BR pufr o pH 6,59, nevyplyvad jednozna¢né optimalni vlnova

délka, nebot’ absorpéni maximum je piili§ ploché. Protoze jsem piedpokladala, Ze bude NC
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1épe protonizovana v kyselejSim prostiedi, zopakovala jsem méteni s BR pufrem o pH 5,02.
Z vysledku (viz tabulka €.9) vyplynulo, Ze optimalni vinova délka pro dal$i méfeni je 530 nm,

pii které byla dosaZena nejvyssi absorbance. Zavislost absorbance na vinové délce pro vzorky

obsahujici BR pufr o pH 5,02 je zndzornéna na obr. 3.

Tab. ¢.8: Absorbance vzorkt s BR pufrem o pH 6,59

Vln"z;‘rﬂ;lka A | Absorbance Optimalni vinova délka

480 0,020

490 0,055 0.2 7

500 0,095

510 0,135 g 0151

520 0,185 :

530 0,185 g 0,1 1

540 0,180 3

550 0,140 < 0,05 -
0 T T T T )
460 480 500 520 540 560

Vinova délka A

Obr. 2: Zavislost absorbance na vlnové délce u vzorku
s BR pufrem o pH 6,59

Tab. ¢.9: Absorbance vzorka s BR pufrem o pH 5,02

VIHO‘(/E'I d)élka A Apsorbance Optimalni vinova délka
nm
480 0,020 02 -
490 0,055 ’
500 0,095 |
510 0,170 g 015
520 0,170 g
2 014
530 0,185 s
540 0,180 2
550 0,080 0,05 A1
560 0,060
0 T T T T T 1
460 480 500 520 540 560 580
Vinova délka A
Obr. 3: Zavislost absorbance na vlnové délce u vzorku
s BR pufrem o pH 5,02
KV

Proméfenim vzorkll pfipravenych postupem v Kapitole 3.5.1.2 spouzitim KV

o koncentraci 5.10™ mol/l, jsem nenaméfila zadné vysledky. Vzorky se odbarvily p¥i 460 nm a
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nebyly méfitelné. Proto jsem pokus zopakovala s KV s niz§imi koncentracemi 1.10”° mol/l a

1.10"*mol/l, ale i v t&chto ptipadech doslo k odbarveni.

Dany pokus jsem zopakovala V prostfedi kyseliny chlorovodikové 0,2 mol/l misto

pufru. Ani tyto vzorky nebyly méfitelné.

4.1.3 Vysledky studia vlivu doby tfepani na extrahovatelnost iontovych pari

W

NC

Podle kapitoly 3.5.1.3 jsem provedla méfeni, kterym jsem se snazila stanovit optimalni
dobu tiepani (tabulka ¢.10). Z uvedenych vysledki nelze jednoznac¢né urcit vhodnou dobu
ttepani.

Tab. ¢.10: Naméfend absorbance po urcitych ¢asovych tsecich

Doba tfepani (min) | Absorbance
10 0,225
20 0,305
30 0,345
KV
V ptipadé KV jsou hodnoty absorbanci, které jsou zjistovany po urcité dob¢ tfepani,
neméfitelné.

Od dalsich pokusti s KV metodou extrakéni spektrofotometrie jsem proto upustila.

4.1.4 Sledovani vlivu prebytku NC na interakci s LSS

NC

Postupem uvedenym v kapitole 3.5.1.4 jsem ptipravila vzorky, které obsahovaly rizné
prebytky NC. Zméfila jsem absorbance téchto vzorki proti pfisluinym slepym vzorkim, které

obsahovaly misto tenzidu vodu. Vysledky méfeni jsou znazornény v tabulce ¢.11.

Vzhledem k tomu, ze v ptedchozich pokusech nebyla idealni doba tfepani stanovena,
byly hodnoty absorbanci méteny jesté po dalSich 20 a 40 minutach. Vysledky méteni jsou

znazornény v tabulce ¢.11.
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Zavislost naméfenych absorbanci na piebytcich NC po 20, 40 a 60 minutach tfepani je
Znazornéna na obr. 4.

Tab. &.11: Absorbance vzorki s piebytkem NC

Koncentrace NC Absorbance
(mol/l) Po 20 min tfepani | Po 40 min tfepani | Po 60 min tfepani
1,0.10* 0,115 0,315 0,335
2,0.10 4 0,235 0,540 0,620
4.0.10 4 0,305 0,610 0,710
6,0.10 0,355 0,690 0,810
8,0.10 4 0,180 0,670 0,790
1,0.10° 0,180 0,610 0,720
Piebytky NC
1,2
1 -

) —o— P0 20 min

£ 0.8 1 /\ trepani

‘g 0,6 - —=— Po 40 min

é 0.4 - trepani |

2 Po 60 min
0,2 A //\,_4 tfepani
O T T T 1
0 2 4 6 8
Koncentrace NC

Obr. 4: Absorbance vzorkt s piebytky NC po 20, 40, 60 minutach tfepani
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4.2 UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrie

NC

Vzorky, které jsem ptipravila postupem v kapitole 3.5.2 podle tabulky ¢.3 (pufr o pH

5,02), jsem proméfila proti prislusSnym slepym vzorkiim. Vlnové délky maxim pro dané

koncentrace NC se pohybuji v rozmezi 516 az 534 nm a jsou znazornény v tabulce &.12.

Absorpcni spektra jsou znazornéna na obr. 5, kde je pro lepsi piehlednost zndzornéno pouze

Sest spekter. Obr. 6 znazoriuje zavislost koncentrace NC ve vzorku na vinové délce maxim.

5,00E-01

4,50E-01 A
4,00E-01 A
3,50E-01 ~
3,00E-01 A
2,50E-01 A
2,00E-01 ~
1,50E-01 -
1,00E-01 A
5,00E-02 ~

0,00E+00

300

-5,00E-02

350 400

Obr. 5: Absorpéni spektra roztoku NC a LSS

Tab. &.12: VInové délky maxim pro réizné koncentrace NC

Koncentrace ,
KV ve Vinove
vzorku délky maxim
(mol/l) (nm)
2,00.107 534
2,19.10 7 531
2,38.107 531
2,56.10 528
281.10° 529
3,00.10 531
4,00.10° 524
5,00.10 ® 521
6,00.10 521
7,00.10 ™ 521
8,00.10° 518
1,00.10 * 516
1,20.10* 516

- Rada1
- Rada2
Rada3
Rada4
- Rada5
- Rada6
500 550 600 650 700
Vinova délka (nm)
Vinové délky maxim
E 535 -
=
£ 530 -
X
£
525 A
2
)
T 520 A
‘O
>
[e]
; 515 ; . .
0 5 10 15

Koncentrace KV ve vzorku [mol/l]

Obr. 6: VInové délky maxim pro dané koncentrace NC
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Pokus byl zopakovén se vzorky s BR pufrem o pH 10,88, avSak stejné jako v pfipadé
extrakéni spektrofotometrie ani v tomto piipad¢ se nedaji vysledky namétené v zasaditém
prostiedi (pufr o pH 10,88) vyuzit. Je to proto, ze NC poskytuje kation a 1épe protonizuje

Vv kyselém prostiedi.

KV

Postupem Vv kapitole 3.5.2 (KV) byly pfipraveny vzorky, které obsahovaly rizné
piebytky KV a ve kterych jsem sledovala vliv téchto piebytkl na interakci s LSS na hladiné
1.10° mol/l a 2.10° mol/l. Tyto vzorky byly promé&feny proti piisluinym slepym vzorkim.
Spektra pro jednotlivé koncentracni hladiny se neménila, proto je na obr. 7 uvedeno pouze

jedno (vzorové) spektrum. Vlnova délka maxima se pohybuje kolem hodnoty 590 nm.

1,40E+00

1,20E+00 A

1,00E+00 A

8,00E-01 A

6,00E-01 A

4,00E-01 A

2,00E-01 A

0,00E+00 T T T T
400 450 500 550 600 650 700
Vinova délka (nm)

Obr. 7: Vzorové spektrum roztoku KV a LSS

V pfedchozim méfeni jsem pozorovala po urcité dobé odbarveni danych vzorkd.
Pokus jsem zopakovala u prvnich tfinacti vzorkt s kyselinou chlorovodikovou (0,2 mol/l), v
priabéhu prvnich 15 minut méfeni se vSak vétSina vzorkli odbarvila a bylo mozné zmétit
pouze vzorky 7-13, ale i u nich doslo k patrnému zesvétleni v pribéhu ¢asu. Absorbance byly

velice nizké.
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4.3 Fluorimetrie

NC

Postupem v kapitole 3.5.2 (tabulka ¢.3) jsem si piipravila vzorky s BR pufry o pH 5,02

a 10,88, které jsem proméifovala na luminiscen¢nim spektrometru. Nejprve jsem zméfila

excitaéni spektrum samotné NC o koncentraci 1.10* mol/l (obr. 8), aby bylo mozno urcit

vhodnou excita¢ni vinovou délku, a nasledné byla u vSech vzorka i slepych vzorkli sniména

spektra emisni. Vzhledem k tomu, ze se tvar spekter pfi ruznych koncentracich neménil,

uvadim pouze jedno vzorové emisni spektrum (obr. 9). Hodnoty emisnich maxim pro vzorky

a slepé vzorky s BR pufrem o pH 5,02 jsou v tabulce ¢.13 a s BR pufrem o pH 10,88 v tabulce

¢.14.

Tab. ¢.13: Emisni maxima pro vzorky s BR pufrem o pH 5,02

Koncentrace NC ve

Cislo

Emisni maxima

Cislo slepého

Emisni maxima

vzorku (mol/l) vzorku vzorkl vzorku slepych vzorkt
2,00.10° 1 628 1 628
2,19.107 2 629 2 631
2,38.107 3 629 3 629
2,56.107 4 629 4 629
2,81.107 5 629 5 629
3,00.10” 6 629 6 627
4,00.107 7 629 7 629
5,00.10” 8 629 8 629
6,00.107 9 629 9 629
7,00.107 10 629 10 629
8,00.107 11 631 11 629
1,00.10™ 12 631 12 631
1,20.10™ 13 631 13 631

Tab. ¢.14: Emisni maxima pro vzorky s BR pufrem o pH 10,88

Koncentrace NC ve

Cislo

Emisni maxima

Cislo slepého

Emisni maxima

vzorku (mol/l) vzorku vzorkl vzorku slepych vzorkt
2,00.10” 1 618 1 Signal over
2,19.10” 2 618 2 616
2,38.10™ 3 620 3 616
2,56.10™ 4 621 4 618
2,81.10” 5 620 5 620
3,00.10” 6 620 6 620
4,00.10” 7 621 7 621
5,00.10” 8 621 8 621
6,00.10” 9 619 9 619
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Koncentrace NC ve Cislo | Emisni maxima | Cislo slepého Emisni maxima
vzorku (mol/l) vzorku vzorki vzorku slepych vzorki
7,00.10° 10 621 10 621
8,00.10™ 11 619 11 619
1,00.10 12 621 12 621
1,20.10" 13 621 13 621
Excitaéni spektrum NC
10
9
g ]
& 7
g s
S 4
§ 3-
£ L]
14
0 . . .
380 430 480 530 580

Vinova délka (nm)

Obr. 8: Vzorové excitaéni spektrum roztoku NC a LSS

Emisni spektrum NC
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Obr. 9: Vzorové emisni spektrum roztoku NC a LSS

35




Postupem v kapitole 3.5.2 (tabulka ¢.4) jsem si piipravila vzorky a slepé vzorky, které
jsem promefovala na luminiscenénim spektrometru. Nejprve bylo méfeno excitacni spektrum
samotné KV o koncentraci 1.10~* mol/I (obr. 10), aby bylo mozno ur¢it vhodnou excitadni
vlnovou délku, a nasledné¢ byla u vSech vzorka i slepych vzorkii snimana spektra emisni.
Vzhledem k tomu, Ze se tvar spektra pfi riznych koncentracich barviva neménil, je uvedeno
pouze jedno vzorové emisni spektrum (obr. 11). Emisni maxima vzorkd s riiznymi

koncentracemi KV jsou znazornéna v tab. ¢.15.

Tento pokus jsem zopakovala se vzorky, které obsahovaly misto BR pufru o pH 7,96
stejné mnozstvi 0,2 mol/l kyseliny chlorovodikové. U téchto vzorkli vSak doSlo asi po 15

minutdch k odbarveni, tudiz jsem nemohla provést méteni.

Tab. €.15: Emisni maxima pro vzorky s riznymi koncentracemi KV

Koncentrace KV ve vzorku | Emisni maxima Cislo slepého | Emisni maxima slepych
(mol/l) vzorkl vzorku vzorkl
2,00.10°® 553 1 553
2,19.10° 554 2 554
2,38.10° 555 3 554
2,56.10° 553 4 553
2,81.10° 554 5 554
3,00.10° 554 6 554
4,00.10° 554 7 554
5,00.10° 554 8 554
6,00.10°° 554 9 554
7,00.10° 555 10 Signal over
8,00.10° 555 11 554
1,00.10° 554 12 554
1,20.10° 554 13 554
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Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence

Excitaéni spektrum KV
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Obr. 10: Vzorové excitaéni spektrum roztoku KV a LSS

Emisni spektrum KV

0 T T T
480 530 580 630
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Obr. 11: Vzorové emisni spektrum roztoku KV a LSS
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5. DISKUZE
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5.1 Interakce KV s LSS

Pfi pripravé vzorki s KV o koncentraci 5.10* mol/l, doglo po urité dob& k odbarveni
vzorkd, a proto jsem nemohla vzorky proméfit. Zkusila jsem nafedit vzorky s pouzitim KV
0 nizsi koncentraci 1.10° mol/l a 1.10™ mol/l, ale i u t&chto vzorkt doglo k odbarveni. Protoze
KV 1épe protonizuje V kyselém prostiedi, zopakovala jsem pokus s kyselinou
chlorovodikovou 0,2 mol/l misto pufru, ale opét jsem neziskala zadné vysledky. Od dalSich
pokusii s KV extrakcni spektrofotometrii jsem upustila, protoze je extrakéni spektrofotometrie

Vv ptipadé KV nepouzitelna.

Sledovanim vlivu pebytku KV na interakci s LSS na hladinach 1.10° mol/l a 2.107
mol/l, jsem zjistila, ze se zvySujici se koncentraci KV ve vzorcich nedochazi k posuniim
absorpc¢nich spekter KV. VInova délka maxim se pohybovala vzdy okolo hodnoty 590 nm. U
vzorkid jsem mohla pozorovat, Ze doslo v prubéhu prvnich patnacti minut méteni k odbarveni
a proto byl pokus zopakovan v prostiedi kyseliny chlorovodikové 0,2 mol/l. I v tomto piipadé
doslo u nekterych vzorkil v pribéhu prvnich patnacti minut méfeni k odbarveni, pouze vzorky
7-13 jsem mohla proméfit, ale 1 u nich doslo k vyraznému zesvétleni a naméfené absorbance

byly velmi nizké.

K odbarveni vzorkti dochazi pravdépodobné v dusledku navazani LSS na castecné
zaporny naboj ¢astice KV, tim je porusen systém konjugovanych dvojnych vazeb a absorpcni
maximum se posouva do UV oblasti. Podobnou situaci popisuje Okubo (13), ktery pozoroval
odbarvovani vzorku KV pfii vysokych hodnotach pH, kdy jsou rovnéz molekuly KV v roztoku

atakovany zapornymi OH’ ionty, a autofi prace (10).

V pokusech provedenych metodou fluorimetrie doSlo u vzorkl, které obsahovaly
riizné nadbytky KV a zasobni roztok LSS o koncentraci 1.10° mol/l, k mirnym posuniim
emisnich maxim. Tyto posuny jsou vSak velmi malé (553 — 555 nm), a navic se prakticky
shoduji posuny u vzorki a u slepych vzorki. To znamend, Ze nelze na zdkladé téchto
experimentll usuzovat na vyznamnou miru interakce mezi LSS a KV. Urcité posuny
v absorpcnich a fluorescen¢nich spektrech KV jsou v literatufe popsany (14), avSak az
v nadkritické oblasti. Tyto posuny se pokusila VSeteckova (15) pouzit ke zjisStovani CMC

tenzidu.
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5.2 Interakce NC s LSS

Z absorbanci nameétfenych extrakéni spektrofotometrii jsem zjistila, Ze se zalne
absorbance pii pH 9,37 zvysovat, proto jsem pro kontrolu pfipravila a metodou UV-VIS
absorp¢ni spektroskopie proméfila i vzorky s BR pufrem o pH 10,88, ale vysledky namétené
u vzorkl se zdsaditéjSim pufrem se nedaji vyuzit. U vzorki s BR pufrem o pH 5,02 doslo
K vyraznym posuniim v absorpénich spektrech. VIinové délky maxim pro dané koncentrace
NC se pohybuji v rozmezi 516-534 nm. Z pohledu t&chto vyraznych hypsochromnich posunt
ve spektrech NC lIze oznaéit ziskané vysledky za velmi zajimavé. Zavislost vlnové délky
absorpéniho maxima na koncentraci barviva je témét monotonni. Vyjimku z tohoto pravidla
tvoii pouze dva vzorky z oblasti koncentraci NC kolem hodnoty 3.10” mol/l. Tuto anomalii je
momentalné obtizné néjak vyhodnotit a zaslouzila by si dalsiho zkoumdni. Zminény
hypsochromni posun v absorpénich spektrech dava moznost soudit, Ze v roztocich NC a LSS

dochdzi k vyznamnym interakcim barvivo-tenzid Tyto interakce maji za nasledek tvorbu

agregati, které se svou strukturou bliZi spiSe agregatim typu H.

Moulik et al. (16) uvadgji vysledky studia chovani NC v micelach a mikroemulzich
(typu olej ve vod¢). Jejich vysledky jsou od vysledku této prace zasadné odlisné. Autofi prace
(16) nepozorovali zavislost vinové délky absorpéniho maxima na koncentraci, ale popisuji
markantni rozsifeni absorpCnich past pravé v zavislosti na koncentraci. Domnivam se, ze
uvedené rozdily ve vysledcich prace (16) a vysledcich mych tkvi v rozdilnosti prostiedi,
V nichz byla méfeni provaddéna. Zatimco mikroemulze a micely pfedstavuji nepolarni, event.
slabé polarni prostiedi, byla moje méteni provadéna v prostiedi vodném, tedy siln€¢ polarnim.
Nelze se patrné domnivat, ze hydrofobni ¢asti molekul LSS pfi koncentracich hluboko pod
CMC vyrazné ovlivni polaritu prostiedi. Bylo by vSak zajimavé provést experimenty
analogické experimentim z mé diplomové prace pii koncentraci LSS tésn¢ pod CMC, kdy jiz

muze dochazet k vyznamnému shlukovéni vétsiho poctu molekul tenzidu.

Proméfenim vySe popsanych vzorkli metodou fluorimetrie byl objeven trend
nevyrazného bathochromniho posunu emisnich maxim u vzorkt s BR pufrem o pH 5,02, i u
vzorkl s BR pufrem o pH 10,88. OvSem s ohledem na skutecnost, Ze prakticky stejny trend se
vyskytuje 1 u pfisluSnych slepych vzorkli, neni mozné pfisoudit uvedeny posun tvorbé
asocialli barviva a tenzidu, ale spiSe postupné mirné agregaci samotné¢ho barviva. Tyto
vysledky jsou ve zdanlivém rozporu s vysledky UV-VIS absorpéni spektrofotometrie. Avsak

prace (2), jejiz autofi se zabyvali studiem interakci porphyrinovych barviv s tenzidy, uvadi
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vysledky, které jsou s mymi v kvalitativni shod¢: Tvorba H-agregati se projevi posuny
absorpcnich maxim, ale fluorescen¢ni spektra neagregované¢ho barviva a H-agregatu maji

stejny tvar bez posunt vinovych délek fluorescen¢nich maxim.

Fluorescen¢ni spektra méfena v této diplomové praci byla skenovana s krokem 2 nm.
Pokud v ptipadé nizsich koncentraci mélo spektrum natolik nevyhlazeny tvar, ze bylo obtizné
vyhodnotit fluorescenéni maxima, byla surova spektralni data vyhlazena Savitzky-
Golayovym algoritmem (17), ktery je soucasti vyhodnocovaciho softwaru luminiscencniho
spektrometru  AMINCO-BOWMAN SERIES 2 a takto vyhlazena spektra byla dale

zpracovana.
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6. ZAVER
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Tato diplomovéa prace se zabyva studiem interakci mezi laurylsiranem sodnym a
dvéma organickymi barvivy (krystalovou violeti a neutrdlni Cerveni) S vyuzitim extrakéni
spektrofotometrie, UV-VIS absorpéni spektrofotometric a fluorimetrie. Experimenty
s krystalovou violeti nepfinesly zadné informace o takovych interakcich. Vysledky studia
interakci neutralni Cerveni s laurylsiranem sodnym v pufrovanych roztocich naproti tomu

nasveédcuji tvorb€ vysoce uspotadanych agregatii typu H.
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