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1 Uvod a cil prace

Fluorescence je jednim z druhi fotoluminiscence a nastavd, pokud latka pfijme
budici energii ve formé svétla a ocitne se v excitovaném stavu, z kterého se zpét do
zakladniho vraci pomoci vyzareni fotonu. Sloucenin, které pfirozené vykazuji schopnost
fluorescence, neni mnoho, ale diky tomu, Ze se metody fluorescencni analyzy vyznacuji
svou vysokou citlivosti a selektivitou, jsou pfinosem v fadé obor.

Tématem této bakaldrské prace je Studium fluorescenénich spekter [écCiv.
Nékteré kovové kationty mohou tvofit s molekulami schopnymi fluorescence
fluoreskujici komplexy a ovlivnit tak jeji intenzitu. Hlavnim cilem prace byla snaha
otestovat moZnost zvySeni intenzity fluorescence pomoci fluoreskujicich komplext mezi
kationty kovu a fluorofory. Konkrétné byl testovan vliv pfidanych Mg?* kationt( k
roztokdm apigeninu a luteolinu. Soucasti prace bylo proméreni fluorescencnich spekter
apigeninu a luteolinu pfi vhodnych excitacnich vinovych délkach bez pfidanych iontlia s
nimi a pozorovani vlivu pfidanych Mg?* kationt( na tato spektra a intenzitu fluorescence.
Méreni byla provddéna v roztocich, kde se jako rozpoustédla pouzivaly bindrni smési
HCOOH s MeOH nebo s ACN v rliznych pomérech. Tyto latky byly vybrany tak, aby
nasledné mohly slouZit jako mobilni faze pfi gradientové eluci v systému HPLC, ale
zaroven svymi vlastnosti neovlivnily negativné intenzitu fluorescence a fluoreskujici

komplexy vedly naopak ke zlepSeni fluorescencni detekce.
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2 Teoreticka cast

2.1 Luminiscence

Luminiscenci Ize charakterizovat jako sekundarni emitujici zareni, které nastane
po dodani budici neboli excitatni energie latce. Kluminiscenci dochdzi, pokud se
excitované molekuly vraci do stabilnéjsiho, zakladniho energetického stavu pomoci
emise elektromagnetického zareni.

Podle puvodu budici energie délime luminiscenéni zareni (obr. ¢. 1) na
fotoluminiscenci (buzenou svételnym zarenim), elektroluminiscenci (energie dodavana
pomoci elektrického pole), chemiluminiscenci (doprovazejici chemickou exotermni
reakci), termoluminiscenci (ovliviiovanou teplotou), bioluminiscenci (vznikajici

v dUsledku biochemické reakce) atd. [1] [2] [3].

2.1.1 Fotoluminiscence

ZplUsobem excitace u fotoluminiscence je absorpce viditelného, nebo

ultrafialového svétla. Na rozdil od jinych druhl sekundarniho zareni vznikajicich po

LUMINISCENCE

biolum.
termolum.

chemilum.

elektrolum. fluorescence

absorpce
C = fotolum. _|

fosforescence

interakce svétla a hmoty D—

? elasticky
o\

W/
rozptyl 6 neelasticky

Obradzek 1: Diagram interakci svétla a hmoty
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interakci svétla a hmoty, jako je rozptyl (Rayleighlv elasticky a Ramanuv neelasticky)
nebo odraz svétla, dochazi u fotoluminiscence kabsorpci excitacni energie a jeji
nasledné transformaci. Dle doby dosvitu (¢asovy Usek mezi koncem excita¢niho procesu
a luminiscenci) ddle rozliSujeme Iluminiscenci na fluorescenci a fosforescenci
(obr. ¢. 1) [1].

Elektronové stavy organickych molekul jsou zpravidla rozdélitelné na stavy
singletové a tripletové. V pripadé singletového stavu tvofi pary v molekule elektrony
s opacnym spinem. Pokud maji elektrony spin shodny, jednd se o stav tripletovy.

Zakladni energetickou hladinou molekuly je singlet So. Elektron musi byt nejdtive
excitovan do vyssSich energetickych hladin. Absorpci zareni mlze elektron prejit do
vzbuzeného singletového stavu Sy, pfipadné S, Ss... Ovsem z téchto vyssich excitovanych
stavll, jako je stav S, a S3, se pomoci nezarivych procest rychle relaxuje na singlet S;.
Tento jev nazyvany vnitini konverze se obvykle objevi do 107'? sekund. V rdmci
jednotlivych energetickych hladin dochazi také k vibracni relaxaci, kdy excitovany
molekula vraci z excitovaného singletu na zakladni energetickou hladinu So vyzarenim
nadbytecné energie kvantem foton(, tak se jedna o fluorescenci. Tento zarivy prechod
mezi hladinami se stejnou multiplicitou spind je velmi rychly, protoZe je spinové
dovoleny, a proto i pravdépodobnéjsi. Charakteristickd doba dosvitu fluorescence je
v Fadu 108-10° sekund.

Méné pravdépodobny je prechod molekuly ze zakladniho singletového do
tripletového excitovaného stavu T1, kdy dochazi k obraceni spinu jednoho z elektronu.
Molekula pti ndvratu do So opét ztrdci energii emisi fotonu, doba dosvitu je ale
v dusledku zakdzaného prechodu z T1 na So hladinu delsi a trva od 103 sekund aZ po
nékolik sekund. V tomto pripadé se jedna o fosforescenci, kterd muizZe pokracCovat
urcitou dobu i po odstranéni zdroje excitace. V{ci fluorescenci je také posunuta k vyssim
vinovym délkam, ma tedy nizsi energii [1] [4] [5] [6] [7].

Kromé jiz zminéné vnitini konverze mezi dvéma elektronovymi stavy shodné
multiplicity, kdy excitované molekuly predavaji neradiacnim zplsobem (napftiklad
srazkami) ¢ast své energie molekuldm neaktivnim (molekuly rozpoustédla), mize dojit i
ke konverzi mezisystémové. Pfi mezisystémové konverzi pfechazi elektrony mezi dvéma

elektronovymi stavy rlizné multiplicity. Z minimalni vibraéni hladiny vo vzbuzeného
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singletu S1 prejdou na vyssi vibracni hladinu (vi, v2) vzbuzeného tripletu T1. Nasleduje
podminek fosforescence. Energetické pfechody pfi absorpci zafeni, fluorescenci a
fosforescenci ndzorné zobrazuje Jablonského diagram (obr. ¢. 2) [1] [3] [8].

Vedle téchto zakladnich luminiscencnich procesli se mlzZe objevit i zpozdéna
fluorescence. U tohoto typu fluorescence setrvava elektron delsi dobu v excitovaném
tripletu Ty, Zivotnost v této hladiné musi byt dostate¢né dlouha. Molekula se pfisunem
energie ve formé tepla znovu vrati do vzbuzeného singletu Si1 a odtud dojde ke
fluorescenénimu vyzareni. Emisni spektrum zpozdéné fluorescence daného fluoroforu
(kapitola 3.6) je shodné se spektrem normalni fluorescence, ale doba dosvitu je
prodlouZena. Pravdépodobnost teplotné aktivované fluorescence je vyssi, pokud

relativni energeticky rozdil mezi hladinami S1a T1je maly [1] [4].

vl
Sz vy A :
vl) |
|
L}
L} agv s . v s
1 vnitfni a vibraéni konverze
n
1
] . P P
v ' AT mezisystémovd konverze
S v L
1 1
i y 4
o
v!
vy T
1
o X
absorpce fluorescence
v, v
So v,
v v

Obrdzek 2: Jablonského diagram

2.2 Absorpce svétla molekulami

Absorpci fotonu molekulou dochazi k prechodu elektronu do neobsazeného
orbitalu a molekula se ocitne v excitovaném stavu. Mezi molekulové orbitaly se fadi
orbitaly o a m. Pfechod elektronu ze o orbitalu do antivazebného ¢* orbitalu vyZaduje
velké mnoistvi energie, a proto je prechod o—c" pomoci absorpce svétla
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nepravdépodobny. U molekul obsahujicich t vazby (dvojné a trojné vazby) muze
absorpce fotonu vhodné energie €astéji vést k prechodu z vazebného do antivazebného
orbitalu m—n". Pokud molekula obsahuje heteroatom s nevazebnymi elektrony, tak
mUzZe dojit k pfechodu z nevazebného orbitalu n do antivazebného n* orbitalu. Tento
prechod, znaleny jako n—m’, vyzaduje dodani mensiho mnoZstvi energie, nei vyse

zminény o1t piechod [1] [9].

2.2.1 Franck—Condon(v princip

Franck—Condon(v princip fika, Ze béhem absorpce fotonl nedochazi ke
zménam polohy jader v dané molekule. Elektronové prechody do antivazebného
orbitalu jsou mnohem rychlej$i (101° s) v porovnani se zménami délek a Ghl( vazeb mezi
jadry atom( (10712 s). Excitovana molekula se nachazi v tzv. Franck—Condonové stavu a

jaddra atom( reaguji na nové rozloZeni elektront se zpozdénim.

2.3 Zakladni rysy fluorescence

2.3.1 Kashovo—Vavilovo pravidlo

Pti excitaci do vyssich elektronovych a vibraénich hladin se fluorofory zbavuji
prebytecné energie vnitini a vibracni konverzi. V dasledku této rychlé relaxace na
spektra zdavisla na excitacni vinové délce. Tuto typickou nezdvislost popisuje Vavilovo

pravidlo vyvozené z pravidla Kashova [8].

2.3.2 Stokesuv posun

Stokeslv posun (obr. ¢. 3) je rozdil mezi maximem excitacniho a emisniho spektra
(Aexe > Ademit)- Matematicky se vyjadiuje pomoci vinoétu ¥, jenZ je dan pocétem
vinovych délek ptinalezejicich na jednotku délky (¥ = %) a vyjadren byva nejcastéji
vemd:

AV = Ugxe = Vemit

V dusledku nezéafivych procest pfi deexcitaci je energie emitovaného zareni
mensi nez energie absorbovana. Nizsi energie emitovaného zareni znamend posun
emisniho spektra k vy$sim vinovym délkam vici spektru excitacnimu. Tato skutecnost je

také znazornéna na Jablonského diagramu (obr. ¢. 2) [1] [4] [8].

14



Stokes(v posun
«—>

\

excitace I \ emise
| \

intenzita

400 500 600 700

vinova délka [nm]

Obrazek 3: Stokestv posun

2.3.3 Pravidlo zrcadlové symetrie spekter

Pokud je relativni pravdépodobnost pfechodu ze zakladniho singletového stavu
So na prvni vzbuzeny stav S; stejnd, jako u prechodu opacného (So—S1), je emisni
spektrum zrcadlovym obrazem spektra absorpéniho. Vzajemny prekryv spekter plati pro
spoustu organickych molekul. Pokud ovsem v zdkladnim stavu existuje vice forem
daného fluoroforu jako v pfipadé agregat(i, komplexd nebo tautomerie, spektra nejsou

vzajemnymi obrazy [1] [10].

2.4 Veliciny charakterizujici fluorescenci

2.4.1 Zivotnost excitovaného stavu

Zivotnost Ts (v piipadé fosforescence tr) je priimérnd doba, po kterou se systém
nachazi v excitovaném singletovém stavu pred navratem do stavu zakladniho. Zavisi na

rychlosti zafivych a nezafivych proces(. Vyjadfrit ji mlzZzeme timto vztahem:

1
Tec=——7—7
STRS+KS,

kde k; predstavuje ¢asovou konstantu zafivého (r = radiative) pFechodu S1—So,
ks, €asovou konstantu nezafivych pfechodil (nr = non-radiative) danou vnitfni a
mezisystémovou konverzi. U organickych molekul se Zivotnost systému v excitovaném

stavu S1 pohybuje od pikosekund aZ po nanosekundy [1][8].
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2.4.2 Kvantovy vytézek

Kvantovy vytéZek ¢r je ta ¢ast vzbuzenych molekul, ktera se z celkového poctu
excitovanych molekul vraci do zdkladniho stavu fluorescenénim vyzarenim. VyuZiva se
k hodnoceni intenzity fluorescence. Vyjadiovan je pomérem poctu kvant vyzarenych N

a celkového poctu kvant absorbovanych N danym systémem:

Np
¢F_W

Castéji se ale vyjadFfuje pomoci vy$e zminénym €asovych konstant:
ke
¢r = Tk,
Kvantové vytézky se uvadi jako absolutni nebo relativni hodnoty. Pfevazuje vyuZiti
relativnich metod, kdy se srovnavaji kvantové vytézky vzorku a vhodné zvoleného
standardu. V teoretickém ptipadé, kdy by fluorofor absorboval i emitoval stejny pocet
fotonl,, bude vysledny kvantovy vytézek roven jedné (100 %). Ovsem v dUsledku
nezarivych prechodl takového kvantového vytézku nedosahujeme [9].

Vytézek zavisi nepfimo Umérné na teploté. Uginnost nezafivych proces( je vyssi
pfi vyssich teplotdch, a proto je kvantovy vytéZzek snizen. Toto snizeni je velmi nezadouci
u metod zaloZenych na fluorescencni detekci. Vysledny kvantovy vytézek je také velmi
ovlivnén zhasenim fluorescence. Oba tyto jevy lze potladit nebo alespon snizit

uchovavanim fluoroforu pfi nizkych teplotach. Dle Kashova pravidla neni ovlivnén

excitacni vinovou délkou [1] [8].

2.5 Zhaseni fluorescence

Rada fyzikéalnich nebo chemickych procest vede k poklesu intenzity fluorescenéni
emise neboli ke zhaseni fluorescence. Zhaseni fluorescence je nejcastéji zplisobeno
molekularni interakci mezi molekulou fluoroforu a dalsi molekulou, tzv. zhasecem.
Zhaseni v dlisledku bimolekularni interakce je reverzibilni proces. To znamen3, Ze po
skonceni deexcitacnich déjli se nachazi fluorofor v zakladnim stavu beze zmény své
molekuly. Dva hlavni typy zhaseni jsou zhaseni dynamické a statické. U obou téchto typu

musi byt molekula fluoroforu v kontaktu s molekulou zhasece [1] [8] [9].
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2.5.1 Dynamické zhaseni

K dynamickému neboli koliznimu zhaseni dochazi, pokud se excitovana molekula
fluoroforu stretne s atomem nebo molekulou zhasece. Kontakt musi tedy probéhnout
béhem doby charakterizujici Zivotnost excitovaného stavu fluoroforu. Kolize se
zhasecem rostou Umérné s jeho koncentraci a délkou Zivostnosti. Zjednodusuji navrat
do zdkladniho stavu pomoci nezafivych procest, a tim dochazi ke snizeni kvantového
vytézku fluorescence. Vztah, kterym je kolizni zhdSeni popisovdano, se nazyva
Stern—Volmerova rovnice:

Fo
F

kde Fya F jsou intenzity fluorescencniho zareni v nepfitomnosti a pfitomnosti zhasece,

=1+ Ks[Q]

[Q] vyjadfuje koncentraci zhaseCe ve vzorku a K, znali Stern—Volmerovu zhaseci
konstantu. Ta je dana soucinem Zivostnosti excitovaného stavu 75 a zhaseci konstantou
k. Mezi béiné zhasece Fadime kyslik, akrylamid nebo jodidové a bromidové ionty [1]

(8] [9].

2.5.2 Statické zhaseni

Nékteré fluorofory dokazou vytvofit s dalsi molekulou stabilni komplex, ktery
neni schopen fluorescencniho vyzareni. Pokud tento komplex absorbuje svétlo, vraci se
do zdkladniho stavu bez vyzareni. Na rozdil od dynamického zhaseni se molekula
fluoroforu pfi kontaktu mlze nachazet jak v zdkladnim, tak excitovaném stavu. Mezi
molekuly, které se podileji na statickém zhaseni, patfi chinony, purin nebo pyrimidin [1]

[9].

2.5.3 Koncentracni zhaseni a vnitfné filtracni efekt

Ke koncentraénimu zhdaseni dochdzi, pokud koncentrace fluoroforu prekroci
urcitou prahovou hodnotu. Koncentraéni zhaseni neboli samozhaseni je pak disledkem
neelastickych srazek molekul excitovanych a téch v zdkladnim stavu. Pfipadné mize
dojit k asociaci molekul podobné jako u statického zhaseni, kdy molekuly zafeni sice
absorbuji, ale nasledné neemituiji.

Spektrometrické stanoveni mulZe byt v dlsledku vysoce koncentrovaného
roztoku také ovlivnéno tzv. vnitfné filtra¢nim efektem. V pfipadé primarniho filtraéniho

efektu je excitacni paprsek oslaben koncentrovanym vzorkem, a proto je celkova
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fluorescencni emise snizena. Pfi vyznamném prekryvu excitatniho a emisniho spektra
mUZe dochdazek k sekunddrnimu vnitiné filtracnimu efektu. V takovém pripadé je snizeni
kvantového vytézku fluorescence zplisobeno absorpci jiz emitovaného sekundarniho

zareni roztokem analytu [4].

2.6 Fluorofory

Molekula, kterd je schopna po ozareni absorbovat energii a nasledné ji
fluorescencné vyzarit, se nazyva fluorofor. S rostouci schopnosti absorpce ultrafialového
nebo viditelného zareni molekulou roste i pravdépodobnost intenzivnéjsi
fotoluminiscence. Dle pavodu délime fluorofory na vnitfni a vnéjsi.

Vnitini fluorofory se pfirozené vyskytuji v pfirodé. Vyuzivdme je, pokud
studujeme systém, ve kterém se takovy fluorofor pfirozené nachdazi. Mezi biologické
molekuly schopné fluorescence fadime naptiklad pyridinové koenzymy (NADH),
flavinové koenzymy (FAD), chlorofyl, proteiny a aromatické aminokyseliny jako
fenylalanin, tryptofan nebo tyrozin.

V prirodé se nevyskytujici, uméle vytvorené, fluorofory jsou nazyvané vnéjsi.
Pridavaji se ke vzorkim, které nemaji pozadované fluorescencni vlastnosti, jez
hodnotime pomoci kvantového vytézku. Téchto fluoroforl bylo vytvoreno velké
mnozstvi. Jsou tou prikladu sondy pro kovalentni a nekovalentni znaceni protein(, pro
znaceni lipofilnich membran, nukleotid nukleovych kyselin atd. | kdyzZ téchto skupin je
mnoho, tak vétSina sond je zaloZena na tom, Ze jejich struktura obsahuje jadro jako
naftalen, heterocyklicky biman a oxazin, xanten, nebo kyanin. Vnéjsi fluorofory se velmi
casto vyuzivaji pfi fluorescencni mikroskopii. Pfi velké intenzité svétla mizZe dochazet
k rozpadu fluoroforu, tzv. photobleachingu, a snizeni schopnosti emitovat fluorescenéni

zareni. Proto jednou z vlastnosti pozadovanych u fluoroforu je jeho fotostabilita [3] [8]

[9].

2.6.1 Vliv struktury molekuly na fluorescenci

Jak jiz bylo nastinéno, vétsina fluorofort jsou aromatické slouceniny. Fluoreskuji
predevsim multicyklické slouéeniny s aromatickou planarni strukturou. Alifatickych
slouc¢enin schopnych dostatecné fluorescence je velmi malo a jednd se o vysoce

nenasycené molekuly.
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Svyssi mirou konjugace m-elektronového systému, tedy svysSim poctem
prekrytych p orbitald v molekule, obecné roste kvantovy vytézek. Také plati, Ze ¢im je
konjugovany systém vétsi, tim je delSi vinova délka, kterou absorbuje. Dojde tedy
k posunu absorpcniho i fluorescencniho emisniho spektra k vyssim vinovym délkam.

Nejcastéjsi a nejnize polozeny elektronovy prechod aromatickych uhlovodiki je
pfechod zvazebného do antivazebného orbitalu m—mn". Tento pfechod je typicky
vysokym kvantovym vytézkem fluorescence a vysokym absorpénim koeficientem [1] [3].

Obé tyto charakteristiky jsou obvykle snizeny, pokud je v konjugovaném systému
zahrnut heteroatom. Nejnizsim pfechodem u téchto molekul mize byt pfechod n—m.
Zarivy prechod je pfilis pomaly, aby konkuroval procestim nezafivym, a proto je kvantovy
vytézek snizen. Typ prechodu je ale u heterocyklickych sloucenin silné zdavisly na
prostfedi a je tézSi u nich predvidat fluorescenéni vlastnosti. Napfiklad pokud je
prostfedi pro heterocyklickou slouéeninu obsahujici dusik vyhovujici, mohou vznikat
vodikové vazby mezi atomem dusiku a molekulami rozpoustédla. V tomto pfipadé se

Aromatické uhlovodiky mohou mit fadu substituentl, které svym typem i
polohou ovliviiuji charakter molekuly jako fluoroforu. Mezi zakladni typy substituentt
fadime tézké atomy, substituenty elektrondonorni a elektronakceptorni. Prestoze
existuje predpoklad, jak dany typ substituentu ovlivni fluorescenci, neni vhodné
zevSeobecnéni. Napfiklad u kombinace rlznych typla substituentd je odhad
fluorescencnich charakteristik velmi komplexni a slozity [1].

e Pritomnosti téZzkého atomu, jako je atom bromu nebo jodu, dochazi v disledku
vétsi pravdépodobnosti mezisystémové konverze, jakoito nezafivého
prechodu, ke zhaseni fluorescence. Mira, kterou ovlivni vnitfni tézky atom
v aromatickém uhlovodiku vysledny vytézek fluorescence, zavisi také na prevaze
zarivych prechodd nad nezafivymi v plvodnim systému bez substituentl [1].

e Elektrondonorni substituenty jako jsou hydroxylové a aminové skupiny
(—OH, —NH3, —=NHR, —NR2) zplsobuji vic¢i aromatické molekule bez substituentt
zvySeni moldrniho absorpéniho koeficientu a také posun excitacniho a emisniho
spektra. Kromé posunu spekter jsou spektra fenoll a aromatickych amint velmi

zavisla na pH prostfedi a v porovnani se spektrem nesubstituované molekuly

19



evvs

pfechod n—m" aromatickych slougenin [1] [4].

e K elektronakcepotornim substituentim patfi karbonylové a nitro skupiny.
Aromatické aldehydy a ketony upfednostiuji nezarivé prechody pred témi
zarivymi. Nejcastéji probiha mezisystémova konverze a kvantovy vytéiek je
nizky. PrestoZe castéjsi elektronovy prechod u karbonylovych aromatickych
slouéenin je pfechod n—m’, tak m—>mn'je u nékterych slougenin také mozny.
Pravdépodobnéjsi je s rostouci polaritou rozpoustédla, s kterou roste i intenzita
fluorescence. V pfipadé aromatickych sloucenin obsahujicich nitroskupiny je
fluorescence témér nulova. Velmi efektivni je mezisystémova konverze a
slouceniny spiSe fosforeskuji. Dalsi nevyhodou ohledné fluorescence je, ze
nitroaromatické slouceniny velmi casto podléhaji fotodegradaci, tedy

nevratnému poskozeni molekuly fluoroforu [1] [4].

2.6.2 Fluorofory a komplexy s kovy

Pti analytickém wvyuZiti fluorescence je vyznamna také stabilizace molekuly.
Pomoci cheldtového komplexu vytvoreného reakci organické molekuly s kovovym
iontem mUzZeme zbavit molekulu jeji pohyblivosti [3].

Jak jiz bylo zminéno, nékteré cizi ionty mohou byt zhasedi fluorescence. Mezi
zhaseci anionty patii naptiklad halogenidy, thiokyanaty nebo sirany. Mezi kationty
zpUsobujici pokles intenzity fluorescence patfi predevsim kationty s vakantnimi
d—orbitaly jako jsou kationty médnaté, nikelnaté, Zelezité a zZeleznaté.

Naopak nékteré ionty prvk(, bez d—vakantnich orbitall, tvofi s organickymi
¢inidly, jako jsou polyhydroxyflavony nebo rhodamin B, fluoreskujici komplexy.

Vhodnymi kationy jsou kationty hlinité, hofecnaté, zine¢naté a lanthanité [4].

2.7 Vliv prostredi na fluorescenci

Vliv struktury fluoroforu je ¢asto spojovan s konkrétnim prostredim, ve kterém
se molekula nachazi. PfestoZe fluorescenci vykazuji nékteré organické i anorganické
latky v pevném stavu, pti fluorescencénim méreni se vyuzivaji hlavné latky v roztocich.

Z tohoto dlivodu se tato kapitola bude vénovat vlivu vlastnosti rozpoustéd|a.
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Prostredi je definovano fyzikalnimi a chemickymi charakteristikami, mezi které
patfi polarita, viskozita, pH, teplota atd. Pravé souvislost mezi polaritou, viskozitou a
kyselosti prostfedi a fluorescenci udava vysokou citlivost a selektivitu technik zalozenych
na fluorescenéni emisi. Uinky jednotlivych charakteristik na fluorescenéni emisi se lisi u
jednotlivych fluorofor(i, obecné ale ovliviiuji absorpéni a emisni spektra (spektralni
posuny) a také kvantové vytézky. PrestoZe se nejcastéji diskutuje vliv polarity
rozpoustédla, byva fluorofor ¢asto ovlivnén vice vlivy, a proto je tézké urcit, ktery z nich

je vdaném systému ten dominantni [1] [3] [8] [9].

2.7.1 Polarita rozpoustédla

Jiz bylo popsano snizeni energie emitovaného zareni vUci energii zareni
absorbovaného v dlsledku nezafivych prechodl. Tyto nezéafivé prechody jsou velmi
ovlivnény pravé polaritou prostiedi. Po excitaci pfechazi prebytecna vibraéni energie
v rdmci elektronové hladiny na molekuly rozpoustédla obklopujici excitovany fluorofor.

K dalSimu sniZzeni energie excitovaného stavu dochdzi pomoci relaxace
rozpoustédla (obr. ¢. 4). Pti excitaci dle Franck-Condonova principu nastane zména
polohy elektronl bez zmény polohy atomovych jader. Redistribuce elektronu je spojena
se zménou dipdlového momentu fluoroforu. Fluorofor v excitovaném stavu ma
zpravidla vétsi dipélovy moment nez tentyZ fluorofor ve stavu zdkladnim (ue > Hz).
Molekuly rozpoustédla obklopujici excitovany fluorofor podléhaji po zméné jeho
dipdlového momentu reorientaci v dusledku dipélového momentu vlastniho. Stav, ve
kterém se excitovana molekula nachazi po relaxaci, je jiny, energeticky chudsi, nez stav
Franck—Condonuv. Tato relaxace rozpoustédla vede ke sniZeni energie emitovaného
zareni a posunu k vyssim vinovym délkam. S rostouci polaritou rozpoustédla roste
snizeni energie excitovaného stavu a tim i velikost Stokesova posunu. Naopak zménou
prostfedi za prostfedi méné polarni se snizi vliv rozpoustédla na energetickou hladinu
excitovaného stavu [1] [8] [9].

Citlivost excitovaného stavu na rozpoustédlo je dana také polaritou samotného
fluoroforu. Polarni rozpoustédla ovliviiuji hlavné polarni fluorofory. Nepolarni fluorofory

vykazuji vici polarité mnohem mensi citlivost [1] [8].

21



Franck - Condonliv stav

@ © relaxovany stav

rostouci energie

fluorescence
A—

D
®)

absorpce
Franck — Condondiv princip

© 0O N
— . ‘M g
O Q e 000
O Q
Obrdzek 4: Relaxace rozpoustédla
2.7.2 Ostatni vlivy prostredi

Spektrdlni posuny rozdélujeme na bathochromni (Cervené), kdy jsou spektra
posunuta k vy$sim vinovym délkdm a hypsochromni (modré), kdy jsou naopak spektra
posunuta ke kratSim vinovym délkam [1].

Mezi pric¢iny posunl patfi také viskozita. VySe zminéna relaxace rozpoustédla
vyZaduje urcity C€as na reorganizaci molekul rozpoustédla kolem excitovaného
fluoroforu. Spektralni posun v dUsledku relaxace rozpoustédla se projevi, pokud je
vyZzadovany cas kratSi nez doba Zivotnosti excitovaného stavu. Pokud je prostredi, ve
kterém se fluorofor nachazi, pfilis viskdzni a nedovoli rychlou reorganizaci molekul
rozpoustédla, dojde kemisi fluorescenéniho zareni ze stavu blizkého
Franck—Condonovu a k posunu emisniho spektra nedojde [8] [9].

Viskozita daného prostredi je také ovliviiovana teplotou. Vystaveni rozpoustédla
zvySeni teploty vede ke snizeni jak kvantového wvytézku, tak doby Zivotnosti
excitovaného stavu. Pfi vysSich teplotach jsou Uc¢innéjsi nezarivé procesy vedouci
k poklesu fluorescencniho vyzareni [1] [8].

Stejné jako u vlivu struktury samotného fluoroforu jsou efekty vnéjsiho prostredi
velmi slozZité a komplexni. Kromé popsanych zakladnich vlivi mize dochazet ke
specifickym interakcim mezi fluoroforem a prostiedim, které komplikuji predpovéd

fluorescencniho chovani [1] [8] [9].
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2.8 Spektrofluorimetrie

Spektrofluorimetrie se zabyvd mérenim velikosti fluorescence. Pomoci vétsiny
spektrofluorimetrd mulzZeme ziskat excitacni i emisni spektra latky schopné
fluorescencniho vyzareni. Fotoluminiscencni spektra jsou zdznamem namérené
intenzity emitovaného zéareni jako funkce excitacni ¢i emisni vinové délky. Pfi analytické
aplikaci porovnanim intenzity spekter rlznych vzorkd ziskdme predstavu o jejich

fluorescencnich vlastnostech [8] [9].

2.8.1 Excitacni a emisni spektra

Emisni spektrum predstavuje zavislost intenzity fluorescence na vinové délce
emisniho, sekundarniho, zareni pfi konstantni vinové délce excitace. Jak jiz bylo
zminéno, toto spektrum byva zpravidla zrcadlovym obrazem ke spektru absorpénimu
posunuté kdelSim vinovym délkdm. Excitacni spektrum je zavislosti intenzity
fluorescence na vinové délce excita¢niho zareni mérené pri konstantnich podminkach
emise. Byva Casto shodné se spektrem absorpénim a umoznuje nam vybér vhodné
excitacni vinové délky. K excitaci mGzeme vétsinou vyuZzit jakoukoli vinovou délku, kterd

odpovida rozsahu vinovych délek zméreného absorpcniho pdsu [3] [5].

2.8.2 Instrumentace

Spektrofluorimetry (obr. ¢. 5) jsou konstruovany ze zdroje excitacniho zareni,
excitatniho a emisniho monochromatoru, kyvetového prostoru pro kyvetu s mérnym
vzorkem a detektoru. Jako zdroj svétla pro excitaci se vyuzivaji xenonové vybojky, lasery
nebo svétlo emitujici diody (LEDs = light-emitting diodes).

Monochromatory slouzi k vybéru excitaéni a emisni vinové délky. Pokud
spektrofluorimetr  zaznamendvd spektrum  excitaéni, vychdzi z excitacniho
monochromatoru plynule se ménici excitacni vinova délka, zatimco emisni
monochromator je nastaven na neménnou vinovou délku, kterd obvykle odpovida
maximu fluorescenéni emise. Pfi méreni spektra emisniho je nastaveni opacné, vinové
délky vychazejici z emisniho monochromatoru se méni a excitacni monochromator je

nastaven konstantné.
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Obrazek 5: Schématicky diagram spektrofluorimetru

Fluorescencni zareni vzorku je méreno pod uhlem 90° vzhledem ke sméru
primarniho zareni. Detekci fluorescence zajistuje fotondasobic. Spojeni s elektronickym
zarizenim vede ke kvantifikaci a grafickému znazornéni.

Okoli kyvetového prostoru tvofi optickd soustava. Jeji soucdsti je Stérbina, kterd
umoznuje regulaci prlichodu svétla, jejiz nastavend Sitka odpovida spektralni Sifce
prochdzejiciho zareni. Nasleduje rozdélovac paprsku, ktery rozdéli paprsek svétla na dvé
Casti. Jedna ¢ast excitacniho zareni je odrazena na referencni fotondsobic. Optické filtry
mohou byt vyuzity k omezeni rusivého rozptyleného zareni. Posledni soucasti optické
soustavy jsou polarizatory. Ty jsou ¢asto odnimatelné a jsou vyuzivany, pokud pfi méreni

vyzadujeme urcitou polarizaci nékterého zareni [3] [8] [9].
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2.9 Flavonoidy

Flavonoidy patfi mezi bézné sekundarni metabolity vyssich rostlin. Po chemické
strance to jsou derivaty 2-fenylchromanu a dle oxidace pyranového kruhu je délime do
nékolika skupin. Jednou ze skupin jsou flavony, mezi které patfi i apigenin s luteolinem.
U rostlin jsou flavonoidy pfic¢inou jejich zbarveni, ovliviuji jejich strukturu, ale také
chrani pred patogeny nebo UV zafenim. Pro clovéka jsou pfiznivé predevsim
antioxidac¢ni ucinky. Vedle nich mohou mit také efekt protizanétlivy, protikarcinogenni,
schopnost rozsifovat cévy a snizovat krevni tlak. Zvyseny prijem flavonoidd chrani pred
vznikem aterosklerézy a snizZuje riziko srde¢nich onemocnénich. Bohatymi zdroji

flavonoidu jsou citrusy, borlvky, cervené vino, celer, zeli [11] [12] [13].

2.9.1 Luteolin a apigenin

Luteolin a apigenin jsou Zluté krystalické latky. Radi se mezi pfirozené se
vyskytujici flavony, které jsou obsazeny jak v zeleniné, ovoci, tak také v radé rostlin. Mezi
jejich farmakologické ucinky se fadi zejména ucinek protizanétlivy, antioxidacni a
zejména u luteolinu schopnost indukce apoptdzy nadorovych bunék. Jako u dalSich
flavonoidU (myricetin, kvercetin) jsou i u apigeninu s luteolinem pozorovany fluorescen-

¢ni vlastnosti.

apigenin luteolin

Obradzek 6: Molekuly apigeninu — 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyfenyl)chromen-4-on
a luteolinu — 2-(3,4-dihydroxyfenyl)-5,7-dihydroxychromen-4-on
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojové vybaveni a pomtucky

e UV - VIS Spektrofotometr HP 8453 (Agilent Technologies)

e Spektrofluorimetr AMINCO-Bowman series 2 (Thermo Spectronic)
e Analytické vahy (Sartorius)

e Magnetickd michacka MM4 (LAVAT)

e Poloautomatické pipety Finnpipette (ThermolLab Systems)

e Kyvety (Chromspec, Hewlett packard)

3.2 Pouzité chemikalie

e Apigenin (Toronto Research Chemicals Inc.)

e Luteolin (Toronto Research Chemicals Inc.)

e Methanol MeOH Chromasolv®for HPLC (Aldrich)

e Acetonitril ACN for HPLC LC-MS grade (VWR BDH Chemicals)
e Kyselina mravenci HCOOH p. a. (Penta)

e Chlorid horecnaty p. a. (Lachema Brno)

e Ultracista voda (Farmaceuticka fakulta)

3.3 Priprava roztoku

3.3.1 Zakladni roztoky apigeninu a luteolinu

Zakladni roztok luteolinu o koncentraci 0,3494.103 mol/l byl pFipraven
rozpusténim navazky 1,0 mg v MeOH v 10 ml odmérné barice. Stejnym zpUsobem bylo
pfipraveno 10 ml zakladniho roztoku apigeninu v MeOH. Pfipraveny zakladni roztok
apigeninu mél koncentraci 0,370.103 mol/l. Tyto zédkladni roztoky flavon( byly

uchovavany v lednici.

3.3.2 Roztok HCOOH

Roztok HCOOH o koncentraci 0,03 mol/l byl pfipraven napipetovanim 565 pl

99 % HCOOH a doplnénim 500 ml odmérné banky ultracistou vodou.
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3.3.3 Roztok chloridu horec¢natého
V experimentalni &asti byl pouZit jako zdroj Mg?* kationt( roztok chloridu
hofeénatého v ultradisté vodé. Tento roztok o koncentraci 5.10° mol/I byl pfipraven

rozpusténim navazky 0,0475 g v 100 ml odmérné barice.

3.3.4 Smési HCOOH/MeOH a HCOOH/ACN

Obé smési byly pfipraveny v deviti rdznych procentualnich zastoupenich
jednotlivych sloZzek. Poméry HCOOH : MeOH/ACN byly od 90 : 10 aZ po 10 : 90. Nazorné
je priprava smési HCOOH/MeOH a HCOOH/ACN zobrazena v tabulce C. 1.

Cislo smési Roztok HCOOH [%] MeOH [%]
1 10 90
2 20 80
3 30 70
4 40 60
5 50 50
6 60 40
7 70 30
8 80 20
9 90 10
Cislo smési Roztok HCOOH [%] ACN [%]
10 10 90
11 20 80
12 30 70
13 40 60
14 50 50
15 60 40
16 70 30
17 80 20
18 90 10

Tabulka 1: Poméry HCOOH/MeOH a HCOOH/ACN
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3.4 Méreni spekter

3.4.1 Méreni absorpcnich spekter

Pomoci spektrofotometru byla promérena absorpcni spektra roztokl tvorenych
100 pl zakladniho roztoku apigeninu/luteolinu a 1900 pl smési HCOOH s MeOH/ACN.
Absorpcni spektra slouzila k vybéru vhodné excitacni vinové délky u fluorescencniho
méreni. Jako slepé vzorky byly vyuZity samotné smési HCOOH s MeOH/ACN (tabulka

C. 1) bez ptidavku zékladnich roztokd flavond.

3.4.2 Méreni fluorescencnich spekter

FS apigeninu byla promérena pfi vybranych excita¢nich vinovych délkach. Prvni
mérené vzorky byly tvoreny 100 pl zakladniho roztoku apigeninu a 1900 pl smési HCOOH
s MeOH/ACN. Ke kazdému z celkovych 18 vzorkl zédkladniho roztoku apigeninu ve smési
bylo po zméreni pfiddano 10 pl roztoku chloridu hore¢natého a zopakovano proméreni
fluorescenénich spekter. N&sledné byla porovnana FS vzork( bez Mg?* kationtl
s fluorescenénimi spektry vzork( s Mg?* kationty a zhodnocen pfipadny rast & pokles
intenzity fluorescence. U vzork( apigeninu, u kterych byl naméfen nejvyssi ndr(st
maximalni intenzity fluorescence pfi dané excitacni vinové délce, byl sledovan vliv
¢asového intervalu od pfidani Mg?* kationtd na dalsi pfipadné zvySeni intenzity
fluorescence. FS apigeninu byla proméfena ihned po pFidani Mg?* kationt( ke vzorku,
poté po 5, 10 a 15 minutach.

Méreni fluorescencénich spekter luteolinu probéhlo ve stejném poradi jako u
spekter apigeninu. VSechny vzorky byly pfed vlastnim mérenim radné promichany.

Jednotlivé smési, ke kterym byly pfidavany zakladni roztoky flavonu, byly zvoleny

tak, aby mohly byt vyuzitelné pro gradientovou eluci v systému HPLC.
3.4.3 Nastaveni spektrofluorimetru

e Sitka $térbin: pfi excitaci 1 nm, pfi emisi 8 nm

e Rychlost snimani fluorescencniho spektra: 3 nm/s

e Automaticka citlivost fotonasobice pro dané méreni
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4 Vysledkova cast a diskuse

4.1 Vysledky méreni absorpcnich spekter

Spektrofotometricky zmérené vinové délky absorpcnich maxim roztoku
apigeninu ve smésich ¢. 1-18 jsou zahrnuty v tabulce ¢. 2. Pro roztoky luteolinu jsou

hodnoty vinovych délek zahrnuty v tabulce ¢. 3.

Apigenin
Slozeni smési VInové délky maxim [nm]
HCOOH + MeOH 267,339
HCOOH + ACN 267,335
Tabulka 2: Absorpcni maxima apigeninu ve smésich
Luteolin
SloZeni smési Vinové délky maxim [nm]
HCOOH + MeOH 206, 254, 266, 350
HCOOH + ACN 207, 252, 267, 348

Tabulka 3: Absorpéni maxima luteolinu ve smésich

4.2 Vysledky méreni fluorescencnich spekter apigeninu

4.2.1 Apigenin ve smésich HCOOH a MeOH

FS apigeninu ve smésich HCOOH/MeOH (tabulka ¢. 1) byla mérena pti excitacnich
vinovych délkach 267 nm a 339 nm. Vysledky méreni pfi excitaéni vinové délce Aexc= 267
nm jsou zaznamenany v tabulce ¢. 4 . Pro excitacni vinovou délku Aexc= 339 nm zobrazuje
vysledky méfeni tabulka & 5. Vliv Easového intervalu od pfidani Mg?* kationt( na tvorbu
komplex(, a tim na pfipadné zvyseni intenzity fluorescence, je zaznamendn v tabulce

C. 6 (Aexc= 267 nm) a v tabulce ¢. 7 (Aexc= 339 nm).
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Apigenin + HCOOH/MeOH,
excitacni vinova délka Aexc = 267 nm, emisni vinova délka Aemit= 296 nm

Cislo smési Maximalni intenzita Maximalni intenzita
HCOOH/MeOH bez Mg?* s Mg?*
1 7,76 9,98

2 5,29 9,88

3 7,56 9,32

4 7,78 9,72

5 6,47 9,62

6 6,52 8,25

7 5,74 9,33

8 5,38 8,86

9 4,66 9,51

Tabulka 4: Maximalni intenzity fluorescence apigeninu ve smésich €. 1-9, Aexc= 267 nm

Zvyseni intenzity fluorescence apigeninu ve smésich ¢. 1-9 pfi excitacni vinové
délce Aexc = 267 nm zaznamendva tabulka ¢. 4. U vSech deviti vzorkd bylo pozorovano
zvySeni intenzity fluorescence. Nejvyssi, priblizné dvojndsobny, nardst intenzity
fluorescence apigeninu nastal ve smési €. 9, u které byl pomér HCOOH a MeOH 9 : 1.

Spektra pro tento vzorek bez Mg?* kationt( a s nimi je zndzornén pomoci grafu ¢. 1.

Apigenin + 90 % HCOOH / 10 % MeOH

=
o

bez Mg2+

s Mg2+

Intenzita fluorescence
N w H (9] ()] ~ [0¢] [(o]

280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430

VInova délka [nm]

Graf 1: FS apigeninu bez Mg?* kationtd a s nimi, smés ¢islo 9, Aexc= 267 nm
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Apigenin + HCOOH/MeOH,
excitacni vinova délka Aexc = 339 nm, emisni vinova délka Aemit = 422 nm

Cislo smési Maximalni intenzita Maximalni intenzita
HCOOH/MeOH bez Mg?* s Mg?*
1 17,70 18,73
2 17,59 19,20
3 17,67 17,39
4 16,41 14,55
5 16,76 16,78
6 15,85 14,04
7 15,27 13,93
8 13,37 12,07
9 10,27 10,81

Tabulka 5: Maximalni intenzity fluorescence apigeninu ve smésich €. 1-9, Aexc= 339 nm

Tabulka ¢. 5 zaznamenava vysledky méreni intenzity fluorescence apigeninu ve
smésich Cislo 1-9 pfi excitacni vinové délce Aexc = 339 nm. U vzorkl ve smésich ¢islo 1 a
2 doslo k naruastu intenzity fluorescence. Naopak zhaseni se projevilo u vzork( Eislo 4, 6,
7 a 8. Velmi malé zmény v intenzité fluorescence byly zméreny u apigeninu ve smésich
Cislo 3, 5 a 9. Nejvyssi narlst intenzity fluorescence nastal u apigeninu ve smési ¢. 2
tvorené HCOOH a MeOH v poméru 2 : 8. FS tohoto vzorku zobrazuje nasledujici graf

C. 2.

Apigenin + 20 % HCOOH / 80 % MeOH

20
18
16
14
12

10
bez Mg2+

s Mg2+

Intenzita fluorescence

o N b~ O

350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
Vinova délka [nm]

Graf 2: FS apigeninu bez Mg?* kationtd a s nimi, smés &islo 2, Aexc= 339 nm
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Nasledujici tabulka ¢. 6 pro méreni pfi excitatni vinové délce Aexe = 267 nm a
tabulka ¢. 7 pro méreni pti excitacni vinové délce Aexe = 339 nm zobrazuji vysledky
méFeni. Zadné ztéchto méfeni neprokdzalo vliv &asu na vznik komplexi mezi

fluoroforem a kationty a na dalsi nar(st intenzity fluorescence.

Apigenin + 90 % HCOOH / 10 % MeOH,
excitacni vinova délka Aexc = 267 nm, emisni vinova délka Aemit = 296 nm

Maximalni intenzita fluorescence

Bez Mg?* kationtd 4,60
Ihned po pfidani Mg?* kationt( 9,45
5 minut po pFidani Mg?* kationt( 9,62
10 minut po pFidani Mg?* kationtd 9,55
15 minut po pFidani Mg?* kationtd 9,51

Tabulka 6: Vliv ¢asového intervalu od pFiddni Mg?* na intenzitu fluorescence apigeninu ve smési &. 9

Apigenin + 20 % HCOOH / 80 % MeOH,
excitacni vinova délka Aexc = 339 nm, emisni vinova délka Aemit = 422 nm

Maximalni intenzita fluorescence

Bez Mg?* kationtd 17,60
Ihned po pFidani Mg?* kationtd 19,21
5 minut po pFidani Mg?* kationt( 19,31
10 minut po pFidani Mg?* kationtd 19,23
15 minut po pFidani Mg?* kationtd 19,31

Tabulka 7: Vliv ¢asového intervalu od pFidani Mg?* na intenzitu fluorescence apigeninu ve smési €. 2

4.2.2 Apigenin ve smésich HCOOH a ACN

Pfi méreni FS apigeninu ve smésich HCOOH/ACN ¢. 10-18 (tabulka ¢. 1) byly
vyuZity excitacni vinové délky 267 nm a 335 nm. Tabulka ¢. 8 obsahuje vysledky méreni
pfi excitacni vinové délce Aexc = 267 nm a tabulka ¢. 9 pfi excitaéni vinové délce Aexc =335
nm. Tabulka ¢. 10 a tabulka ¢. 11 zobrazuji vysledky méfeni ovéfujici vliv ¢asového

intervalu od pfidani Mg?* kationt( pro obé excitaéni vinové délky.
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Apigenin + HCOOH/ACN,
excitacni vinova délka Aexc = 267 nm, emisni vinova délka Aemit= 296 nm

&islo smési HCOOH/ACN E/Lalelvrlr;azlm intenzita z/ll\z;)(g|2r?aln| intenzita
10 8,90 7,63
11 8,04 7,36
12 7,97 7,52
13 8,51 7,67
14 8,78 7,76
15 7,78 7,38
16 8,18 7,17
17 7,55 7,25
18 7,36 8,56

Tabulka 8: Maximalni intenzity fluorescence apigeninu ve smésich €. 10—18, Aexc= 267 nm

Maximalni namérené intenzity fluorescence apigeninu ve smésich HCOOH/ACN
Cislo 10-18 pfi excitacni vinové délce Aexc = 267 nm zobrazuje tabulka ¢. 8. U vétSiny
vzorkd doslo po pridani Mg?* kationtl k poklesu intenzity fluorescence. Pouze u vzorku
apigeninu ve smési ¢. 18 tvorené HCOOH a ACN v poméru 9 : 1 doslo k mirnému,
priblizné Sestinovému, zvySeni intenzity fluorescence vici plvodnimu vzorku. FS
apigeninu, kterd dokumentuji narlst intenzity fluorescence po pfidani Mg?* kationtl ve

smési ¢. 18, zobrazuje graf ¢. 3.

Apigenin 90 % HCOOH / 10 % ACN

[0
(8]
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(%]
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=
[
© 4 bez Mg2+
N
g3 s Mg2+
3
[
- 2
1
0

280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430

VInova délka [nm]

Graf 3: FS apigeninu bez Mg?* kationtd a s nimi, smés &islo 18, Aexc= 267 nm
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Apigenin + HCOOH/ACN,

excitacni vinova délka Aexc = 335 nm, emisni vinova délka Aemit = 419 nm

Cislo smési HCOOH/ACN

Maximalni intenzita

Maximalni intenzita

bez Mg?* s Mg?*
10 4,29 4,29
11 4,93 6,83
12 5,76 8,63
13 6,98 9,41
14 7,74 9,12
15 8,60 9,05
16 8,19 9,20
17 8,12 8,36
18 7,82 7,61

Tabulka 9: Maximalni intenzity fluorescence apigeninu ve smésich ¢. 10—18, Aexc= 335 nm

Vysledky méreni FS apigeninu ve smésich ¢. 10-18 (tabulka ¢. 1) pti excitacni

vinové délce Aexe = 335 nm zaznamenava tabulka ¢ 9. Minimdlni zména intenzity

fluorescence nastala u apigeninu ve smésich ¢. 10, 17 a 18. V ostatnich vzorcich

apigeninu ve smésich HCOOH a ACN byl zaznamenan narust intenzity fluorescence.

Nejvyraznéji se zvyseni projevilo u apigeninu ve smési €. 12, kterd byla tvorena HCOOH

a ACN v poméru 3 : 7. Graf ¢. 4 zobrazuje FS tohoto vzorku.

Intenzita fluorescence

=
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Apigenin + 30 % HCOOH / 70 % ACN

350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
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Graf 4: FS apigeninu bez Mg?* kationtd a s nimi, smés &islo 12, Aexc= 335 nm

bez Mg2+
s Mg2+
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Tabulka ¢. 10 a tabulka ¢. 11 obsahuji vysledky méreni, které ovérovalo vliv
¢asového intervalu od pfidani Mg?* kationt( ke vzorku apigeninu na rdst maximalni
intenzity fluorescence. Méreni bylo provddéno u vzork( apigeninu ve smésich ¢. 18
(tabulka ¢. 10) a €. 12 (tabulka ¢. 11), u kterych nastal pfi pfedchozich méreni nejvétsi
narlst intenzity. U apigeninu ve smésich tvorenych HCOOH a ACN se ¢asova zavislost

intenzity fluorescence také neprojevila.

Apigenin + 90 % HCOOH / 10 % ACN,
excitacni vinova délka Aexc = 267 nm, emisni vinova délka Aemit= 296 nm

Maximalni intenzita fluorescence

Bez Mg?* kationtd 7,43
Ihned po pfidani Mg?* kationt( 8,48
5 minut po pFidani Mg?* kationt( 8,53
10 minut po pFidani Mg?* kationtd 8,66
15 minut po pFidani Mg?* kationtd 8,54

Tabulka 10: Vliv &asového intervalu od pfidani Mg?* na intenzitu fluorescence apigeninu ve smési ¢. 18

Apigenin + 30 % HCOOH / 70 % ACN,
excitacni vinova délka Aexc = 335 nm, emisni vinova délka Aemit = 419 nm

Maximalni intenzita fluorescence

Bez Mg?* kationtd 5,88
Ihned po pFidani Mg?* kationtd 8,73
5 minut po pFidani Mg?* kationtu 8,62
10 minut po pFidani Mg?* kationtd 8,65
15 minut po pFidani Mg?* kationtd 8,74

Tabulka 11: Vliv Easového intervalu od pfidani Mg?* na intenzitu fluorescence apigeninu ve smési &. 12
4.3 Vysledky méreni fluorescencnich spekter luteolinu

4.3.1 Luteolin ve smésich HCOOH a MeOH

FS luteolinu byla mérena pfi excita¢nich vinovych délkach 266 nm a 350 nm ve
smésich HCOOH/MeOH (tabulka ¢. 1). Vysledky méfeni pfi excitaéni vinové délce
Aexc= 266 nm jsou zaznamendny v tabulce ¢. 12 . Pro excitaéni vinovou délku Aexc= 350
nm zahrnuje vysledky méreni tabulka ¢ 13. Vysledky méreni, které ovérovalo vliv

¢asového intervalu od pfidani Mg?* kationtld na tvorbu komplexd mezi kationty a
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luteolinem, a tim na pripadné dalsi zvySeni intenzity fluorescence, je zaznamenan

v tabulce ¢. 14 (Aexc= 266 nm) a v tabulce ¢. 15 (Aexc= 350 nm).

Luteolin + HCOOH/MeOH,
excitacni vinova délka Aexc = 266 nm, emisni vinova délka Aemit= 295 nm

Cislo smési Maximalni intenzita Maximalni intenzita
HCOOH/MeOH bez Mg?* s Mg?*
1 9,95 9,99

2 9,89 9,91

3 9,86 9,85

4 9,20 9,64

5 9,75 9,68

6 9,33 9,92

7 9,41 9,80

8 8,75 9,14

9 8,11 9,17

Tabulka 12: Maximalni intenzity fluorescence luteolinu ve smésich €. 1-9, Aexc= 266 nm

Méreni vzork( luteolinu ve smésich tvorenych HCOOH a MeOH ukazalo, Ze se u
vétsiny vzork( neprojevil vliv pfidanych Mg?* kationtd na maximalni intenzitu
fluorescence (vzorek luteolinu ve smésich €. 1, 2, 3 a 5) nebo byl vzrist intenzity velmi
maly (vzorek luteolinu ve smésich €. 4, 6, 7 a 8). Pouze u vzorku luteolinu ve smési €. 9,
ktera byla tvorena HCOOH a MeOH v poméru 9 : 1 nastal vyraznéjsi narudst intenzity

fluorescence v emisnim maximu. Namérenad FS tohoto vzorku zobrazuje graf ¢. 5.

Luteolin + 90 % HCOOH / 10 % MeOH
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Graf 5: FS luteolinu bez Mg?* kationt( a s nimi, smés ¢islo 9, Aexc= 266 nm
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Luteolin + HCOOH/MeOH,
excitacni vinova délka Aexc = 350 nm, emisni vinova délka Aemit = 390 nm

Cislo smési Maximalni intenzita Maximalni intenzita
HCOOH/MeOH bez Mg?* s Mg?*
1 7,15 8,60

2 5,62 8,58

3 5,24 7,40

4 5,28 6,87

5 4,96 6,62

6 5,76 7,47

7 5,46 8,07

8 5,29 8,80

9 5,11 8,32

Tabulka 13: Maximalni intenzity fluorescence luteolinu ve smésich ¢. 1-9, Aexc= 350 nm

Na rozdil od vzork( luteolinu mérenych pfi excitacni vinové délce Aexc= 266 nm

(tabulka ¢. 12) doslo u vSech vzorkd mérenych pfi excitacni vinové délce Aexc = 350 nm

k vyraznému zvyseni intenzity fluorescence v emisnim maximu. Graf ¢. 6 zobrazuje FS

luteolinu ve smési €. 8, u kterého doslo k nejvyssimu narlstu intenzity fluorescence.

Intenzita fluorescence
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Graf 6: FS luteolinu bez Mg?* kationtd a s nimi, smés &islo 8, Aexc= 350 nm
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Pomoci nasledujicich dvou méfeni zaznamenanych v tabulce ¢. 14 a tabulce ¢. 15
byl hodnocen vliv ¢asového intervalu od pfidani Mg?* kationtd na zvyseni intenzity
fluorescence. Ve smésich ¢. 9 a ¢. 8, u kterych se projevil nejvétsi narlst intenzity

fluorescence po pridani Mg?* kationtd, neprokazalo vliv ¢asu na rostouci intenzitu.

Luteolin + 90 % HCOOH / 10 % MeOH,
excitacni vinova délka Aexc = 266 nm, emisni vinova délka Aemit = 295 nm

Maximalni intenzita fluorescence

Bez Mg?* kationtd 8,16
Ihned po pfidani Mg?* kationt( 9,14
5 minut po pFidani Mg?* kationt( 9,14
10 minut po pFidani Mg?* kationtd 9,14
15 minut po pFidani Mg?* kationtd 9,15

Tabulka 14: Vliv €asového intervalu od pfidani Mg?* na intenzitu fluorescence luteolinu ve smési &. 9

Luteolin+ 80 % HCOOH / 20 % MeOH,
excitacni vinova délka Aexc = 350 nm, emisni vinova délka Aemit = 390 nm

Maximalni intenzita fluorescence

Bez Mg?* kationtd 5,30
Ihned po pFidani Mg?* kationtd 8,81
5 minut po pFidani Mg?* kationt( 8,80
10 minut po pFidani Mg?* kationtd 8,78
15 minut po pFidani Mg?* kationtd 8,79

Tabulka 15: Vliv €asového intervalu od pfidani Mg?* na intenzitu fluorescence luteolinu ve smési ¢&. 8

4.3.2 Luteolin ve smésich HCOOH a ACN

Excitacni vinové délky, které byly vyuZity pfi méreni FS luteolinu ve smésich
HCOOH a ACN byly Aexc = 267 nm a Aexc = 348 nm. Tabulka ¢. 16 znazorniuje vysledky
méreni pfi excitacni vinové délce Aexc= 267 nm a tabulka ¢. 17 pfi excitaéni vinové délce
Aexc = 348 nm. Opét byl ovéfen vliv éasového intervalu od pfidani Mg?* kationt(l na rist
intenzity fluorescence, vysledky téchto méfeni obsahuji tabulka ¢ 18

(Aexc= 267 nm ) a tabulka ¢. 19 (Aexc = 348 nm).
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Luteolin + HCOOH/ACN,
excitacni vinova délka Aexc = 267 nm, emisni vinova délka Aemit= 295 nm

CIIS|0 smési HCOOH/ACN E/Iealelvrlr;azinl intenzita z/llaxgl;?alnl intenzita
10 9,23 9,31
11 7,87 8,45
12 8,04 8,99
13 8,58 9,80
14 7,91 8,91
15 8,22 8,45
16 8,90 9,11
17 7,82 8,23
18 8,41 8,80

Tabulka 16: Maximalni intenzity fluorescence luteolinu ve smésich €. 10-18, Aexc= 267 nm

U vsech vzork( luteolinu ve smésich ¢. 10-18 nastalo zvySeni intenzity
fluorescence. U vzorkU luteolinu ve smésich €. 10, 15 a 11 byl nar(st velmi maly. Nejvyssi
narlst intenzity fluorescence byl zméfen u vzorku luteolinu ve smési ¢. 13 tvorené

HCOOH a ACN v poméru 4 : 6. Graf ¢ 7 zobrazuje FS tohoto vzorku bez Mg?* kationtd a

S nimi.
Luteolin + 40 % HCOOH / 60 % ACN
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Graf 7: FS luteolinu bez Mg?* kationtt a s nimi, smés islo 13, Aexc= 267 nm
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Luteolin + HCOOH/ACN,
excitacni vinova délka Aexc = 348 nm, emisni vinova délka Aemit= 388 nm

&islo smési HCOOH/ACN E/Lalelvrlr;azlm intenzita z/ll\z;)(g|2r?aln| intenzita
10 9,58 9,35
11 9,40 9,35
12 9,47 9,58
13 9,73 9,25
14 9,48 9,64
15 9,62 9,93
16 9,81 9,94
17 9,62 9,92
18 9,82 9,92

Tabulka 17: Maximalni intenzity fluorescence luteolinu ve smésich €. 10-18, Aexc= 348 nm

U zadného ze vzork(l luteolinu ve smésich HCOOH a ACN pfi excitacni vinové
délce Aexc = 348 nm nenastala vyrazna zména v intenzité fluorescence po pfidani Mg?*
kationtd. Ve smésich ¢. 10, 11 a 13 doslo k mirnému snizeni, u ostatnich vzorkd k velmi
malému zvySeni intenzity. Graf ¢ 8 zobrazuje FS luteolinu ve smeési
€. 17. Graf ¢. 8 byl vybran jako ukazka z tohoto méreni, prfestoze u vzorku také nebyl

pozorovan vyrazny vliv Mg?* kationtd na zvySeni intenzity fluorescence.

Luteolin + 80 % HCOOH / 20 % ACN
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Graf 8: FS luteolinu bez Mg?* kationtt a s nimi, smés &islo 17, Aexc= 348 nm
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U zadného vzorku luteolinu ve smésich HCOOH a ACN nebyl prokazan vliv
¢asového intervalu od pfidani Mg?* kationtl na tvorbu komplext mezi luteolinem a
kationty, u kterého byl predpoklad zvyseni intenzity fluorescence. Vysledky méreni
luteolinu ve smési €. 13 pfi excitacni vinové délce Aexc = 267 nm zahrnuje tabulka ¢. 18.
Vysledky méreni spekter luteolinu ve smési €. 17 pfi excitacni vinové délce Aexc= 348 nm

obsahuje tabulka ¢. 19.

Luteolin + 40 % HCOOH / 60 % ACN,
excitacni vinova délka Aexc = 267 nm, emisni vinova délka Aemit= 295 nm

Maximalni intenzita fluorescence

Bez Mg?* kationtd 8,62
Ihned po pfidani Mg?* kationt( 9,80
5 minut po pFidani Mg?* kationt( 9,79
10 minut po pFidani Mg?* kationtd 9,88
15 minut po pFidani Mg?* kationtd 9,90

Tabulka 18: Vliv €asového intervalu od pfidani Mg?* na intenzitu fluorescence luteolinu ve smési ¢. 13

Luteolin+ 80 % HCOOH / 20 % ACN,
excitacni vinova délka Aexc = 348 nm, emisni vinova délka Aemit = 388 nm

Maximalni intenzita fluorescence

Bez Mg?* kationtd 9,61
Ihned po pfidani Mg?* kationt( 9,91
5 minut po pFidani Mg?* kationt( 9,93
10 minut po pFidani Mg?* kationtd 9,91
15 minut po pFidani Mg?* kationtd 9,92

Tabulka 19: Vliv &asového intervalu od pfidani Mg?* na intenzitu fluorescence luteolinu ve smési ¢. 17
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4.4 Porovnani vlivu hofecnatych a hlinitych kationtti na fluorescenci

Hlavnim cilem této prace bylo otestovat pfipadné zvyseni intenzity fluorescence
apigeninu a luteolinu pomoci pfidanych Mg?* kationt( k jejich zakladnim roztok(m.
Snahou o zvyseni intenzity fluorescence pomoci fluoreskujicich komplext mezi kationty
kovu a témito dvéma fluorofory se zabyvala také prace Fluorescencni spektra léCiv I
[16]. Konkrétné se jednalo o snahu zvysit intenzitu fluorescence apigeninu a luteolinu
pomoci AI** kationtd.

Zakladni roztoky apigeninu a luteolinu, pfiddvané roztoky kationt(i i smési se
v obou pracich shodovaly ve své moldrni koncentraci, a proto mize byt posouzen vliv
pridanych kationt( na rlst intenzity fluorescence apigeninu a luteolinu- Byl porovnavan
procentudlni nardst intenzity fluorescence roztokd po pfidani kationtl (Mg?*/AI3*) vaci
intenzité plvodnich roztokl bez kationtl. K porovnani byly pouZity intenzity
fluorescence v emisnim maximu FS. Na rozdil od roztokd obsahujicich Mg?* kationty byl
v roztocich s AI** kationty pozorovan znaény vliv ¢asu od pfidani kationt ke vzorku na
intenzitu fluorescence, proto byly v pfipadé roztokl s Al** kationty k porovnani vyuZity

hodnoty intenzity fluorescence namérené po 15 minutach.

4.4.1 Vliv kationtl na intenzitu fluorescence luteolinu

K vyznamnému narlstu intenzity fluorescence luteolinu ve smésich tvorenych
HCOOH a MeOH doslo u obou experimentdlnich praci pfi méreni FS luteolinu pfi
excitani vinové délce Aexc = 350 nm. Po pfidani Mg?* kationtli do$lo ve smési tvofené
HCOOH a MeOH v poméru 8 : 2 k 66% nar(istu intenzity fluorescence v emisnim maximu
vuci vzorku ptivodnimu. K nejvyssimu narlstu intenzity fluorescence luteolinu po pridani
AIP* kationtd ke vzorku doslo ve smési tvofené HCOOH a MeOH v poméru 3 : 7. V této
smési byl narust intenzity fluorescence 84% vci vzorku ptvodnimu.

Vliv kationtl na intenzitu fluorescence luteolinu byl porovnan i ve smésich
HCOOH a ACN. Po pfidani Mg?* kationti doSlo k nejvy$s§imu narlstu intenzity
fluorescence v emisnim maximu luteolinu ve smési tvorené HCOOH a ACN v poméru
4: 6.V této smési byl narlst intenzity 14% vici vzorku bez kationtd, spektra byla mérena
pfi excitacnivinové délce Aexc = 267 nm. Nejvyssi narust intenzity fluorescence po pridani

APP* kationtd byl zméfen pfi excitaéni vinové délce Aexe = 350 nm ve smési tvofené
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HCOOH a ACN v poméru 1 : 9. V tomto vzorku byl narlst 166% vUici pldvodnimu vzorku
bez Al3*kationtd.
Na procentualni narlst intenzity fluorescence luteolinu po pfidani kationtll mély

vyraznéjsi vliv AI¥* kationty v obou smésich(HCOOH a MeOH/ACN).

4.4.2 Vliv kationt( na intenzitu fluorescence apigeninu

FS apigeninu byla opét u obou praci mérena ve smésich HCOOH a MeOH/ACN.
Procentudlné nejvyssi narlst intenzity fluorescence apigeninu ve smési HCOOH a MeOH
po pFidani Mg?* kationtt byl 104% v(¢i vzorku bez kationtd. K tomuto narlstu doslo pfi
méreni FS pfi excitacni vinové délce Aexc = 267 nm ve smési HCOOH a MeOH v poméru
9 : 1. Pli témér stejné excitacni vinové délce (Aexc = 268 nm) byla mérena spektra
apigeninu, ke kterému byly pfidany AI** kationty. Po pfidani AI** kationtt se projevil
303% narust intenzity vici plvodnim u vzorku bez kationtl ve smési tvofené HCOOH a
MeOH v poméru 4 : 6.

FS apigeninu ve smésich HCOOH a ACN byla méfrena u obou praci opét pfi velmi
podobnych excitacnich vinovych délkach (A. Ocelkova: Aexc = 268 nm a Aexc = 337 nm, N.
Privratskd: Aexc = 267 nm a Aexc = 335 nm). K nejvysSimu ndrlstu intenzity fluorescence
po pfidani Mg?* kationtd doSlo ve smési tvofené HCOOH a ACN v poméru 3 : 7. FS
apigeninu v této smési byla mérena pfi excitacni vinové délce Aexc = 335 nm a v emisnim
maximu doslo k 50% narustu intenzity vaci pdvodnimu vzorku. U FS vzorkd apigeninu ve
smésich HCOOH a ACN, ke kterym byly pfidany AI3* kationty, byl pozorovan az 265%
narlst intenzity fluorescence v emisnim maximu vici pivodnimu vzorku bez kationt(.
Tento narlst byl zaznamenam u FS apigeninu ve smési HCOOH a ACN v poméru 5 : 5 pfi
excitacni vinové délce Aexc = 268 nm.

PfestoZe se vliv Mg?* kationtl na rGst intenzity fluorescence apigeninu také

projevil, opét mély vyraznéjsi vliv AI3* kationty.
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5 Zaveér

V této praci byl testovan vliv pfidavku Mg?* kationtd na intenzitu fluorescence
vybranych roztok( apigeninu a luteolinu. Obecné lze na zdkladé vysledkl v praci
dosazenych konstatovat, Ze pfidavek Mg?* kationtd zvySuje uroztok( apigeninu a
luteolinu intenzitu fluorescence.

V pfipadé apigeninu bylo dosaZzeno nejvyssi intenzity fluorescence v roztoku
slozeném zHCOOH a MeOH vpoméru 2 : 8 pii excitacni vinové délce
Aexe = 339 nm. Po prfidani Mg?* kationtd doSlo k nejvétsimu narlstu intenzity
fluorescence v roztoku HCOOH a MeOH v poméru 9 : 1 pfi excitacni vinové délce Aexc =
267 nm.

Pro detekci luteolinu tvori optimalni prostfedi z hlediska fluorescenéni intenzity
smés HCOOH a MeOH v poméru 2 : 8 pfi excitacni vinové délce Aexc = 266 nm. U tohoto
vzorku nastal ale jen minimalni narUst intenzity po pfidani Mg?*kationt(. Nejvyssi narust
intenzity fluorescence luteolinu nastal ve smési HCOOH a MeOH v poméru 8 : 2 pfi
excitacni vinové délce Aexc= 350 nm.

Na zakladé dosaZzenych vysledkl nelze obecné fici, zda jsou pro detekci obou
flavonoidl z pohledu intenzity fluorescence vyhodnéjsi roztoky obsahujici MeOH nebo
ACN.

Z porovnani vlivu Mg?* a Al3* kationtd je patrné, Ze vyraznéj$i vliv na zvyseni
intenzity fluorescence mély ve viech pfipadech AI** kationty. Navic byla zjisténa emisni
maxima u téch roztokd s AI** kationty, které obsahovaly vy$3i podily organického
rozpoustédla (MeOH/ACN), cozZ je pro pripadnou gradientovou eluci v systému HPLC

vyhodnéjsi.
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