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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zaméfena na studium pifenosu protonu v excitovaném stavu
V micelarnich systémech. Nejprve byla stanovena kritickd micelarni koncentrace pouzitych
tenzidi CTAB, SDS a Tritonu X-100. Dale byla méfena stacionarni a Casové rozliSena
fluorescence sond podstupujicich pienos protonu V excitovaném stavu s témito tenzidy. Jako
sondy byly pouzity 1-naftol, HPTS a 3HNA. Na zaklad¢ méfeni ¢asove rozlisené fluorescence
byly stanoveny rychlostni konstanty deprotonace 1-naftolu a HPTS a primérné doby Zivota
3HNA. Stacionarni fluorescenci téchto sond byly pozorovany zmény intenzit jejich forem pied
a po dosazeni kritické micelarni koncentrace.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the study of excited-state proton transfer in micellar systems.
At first critical micelle concentration of surfactants CTAB, SDS and Triton X-100 was
determined. Further the steady-state and time-resolved fluorescence of probes that undergo
excited-state proton transfer with these surfactants was measured. As probes were chosen
1-naphthol, HPTS and 3HNA. Deprotonation rates of 1-napthol and HPTS and average lifetime
of 3HNA were calculated from time-resolved measurement. Steady-state fluorescence was used
for observation surfactants influence on excited-state proton transfer.
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1 UvVOD

Povrchové aktivni latky jsou vSude kolem nas. Setkavame se s nimi denné v bézném zivote,
at’ uz jako se soucastmi kosmetickych vyrobki, Cisticich prostiedkti, diky antibakteridlnim
vlastnostem nékterych tenzidii se vyuzivaji jako antiseptika nebo nachazeji své vyuziti
v medicing, kde zastavaji funkci nosicl 1é¢iv. Toto praktické vyuziti je podminéno jejich
zékladnimi vlastnostmi a schopnosti, kterymi jsou emulgace, smaceni nebo sniZovani
povrchového napéti.

Vétsina téchto vlastnosti a praktickych aplikaci souvisi se schopnosti tenzidii (povrchové
aktivnich latek) asociovat se v koloidni ¢astice, micely, a to po dosazeni tzv. kritické miceldrni
koncentrace.

Hodnotu kritické micelarni koncentrace lze stanovit vice zplsoby, mezi které patii
i stanoveni na zakladé méteni fluorescence, pti¢emz je mozné namisto béznych sond, kam se
fadi napt. pyren, vyuzit i sondy, které podléhaji pfenosu protonu v excitovaném stavu, mezi
které patii napt. 1-naftol.



2 TEORIETICKA CAST

2.1 Micelarni koloidy

Koloidni systémy jsou heterogenni soustavy tvoiené disperznim prostiedim a dispergovanou
fazi. Touto fazi jsou zde povrchové aktivni latky, nazyvané také tenzidy nebo surfaktanty,
jejichz struktura je zobrazena na Obr. 1.

hydrofobni ¢ast

hydrofilni ¢ast
Obr. 1 Struktura PAL

Povrchové aktivni latky (dale PAL) jsou latky amfifilni struktury, tvotené lyofilni a lyofobni
¢asti. Lyofilni (Casto hydrofilni) ¢ast tvoti tzv. ,,hlavu® molekuly a také se vyznacuje pomérné
vysokou afinitou k rozpoustédlu. Lyofobni (Casto hydrofobni) ¢ast tvoii pak tzv. ,,ocas*
molekuly, ktery v daném prostiedi rozpustny neni.

U povrchové aktivnich latek rozpustnych ve vodé silné hydrofilni polarni skupina zajistuje
rozpustnost ve vodé a uhlovodikovy fetézec, predstavujici silné hydrofobni nepolarni skupinu,
je divodem asociace téchto latek v micely.

2.1.1 Déleni povrchové aktivnich latek

Povrchové aktivni latky se déli podle jejich schopnosti disociace ve vodném prostiedi
na iontové (nabité, ionogenni), které¢ jsou schopné disociovat, a neiontové (nenabité,
neionogenni), které disociace schopné nejsou.

Iontové PAL se dale déli na kationtové, které ve vodném prostiedi nesou kladny naboj,
aniontové, které ve vodném prostiedi nesou néboj zéporny, a amfoterni nesouci oba naboje.
Strukturu PAL s nabojem znazoriuje Obr. 2.

Hydrofilni ¢ast — Hydrofobni ¢ast

@\/\/\/W\MM Kationtové PAL
@\/\/\/\/\/\/\/\M Aniontové PAL
%N\N\/\/\AM Amfoterni PAL

Obr. 2 PAL s nabojem

Piikladem kationtovych PAL je cetyltrimethylamonium bromid (CTAB, viz Obr. 3),
mezi aniontové tenzidy se fadi dodecylsulfat sodny (SDS, viz Obr. 4) a ptikladem neiontovych
PAL mize byt 4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)fenyl-polyethylen glykol (Triton X-100, viz Obr. 5).
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Obr. 3 Kationtovy tenzid — CTAB
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Obr. 4 Aniontovy tenzid — SDS

e °Fod

HsC H3C CHs
Obr. 5 Neiontovy tenzid — Triton X-100

2.1.2 Struktura micel a obracenych (reverznich) micel

Ve vodném (polarnim) prostiedi micely zaujimaji takovou orientaci, aby bylo co nejvice
zamezeno styku hydrofobni ¢asti s rozpoustédlem (vodou). Hydrofobni nepolarni uhlovodikové
fetézce PAL se orientuji k sobé a tvoii tak ,,jadro* micely, zatimco hydrofilni polarni hlava
je orientovana ven. Strukturu micely znazortiuje Obr. 6.

Pokud je rozpoustédlem jina latka neZ polarni, pak jsou nepolarni uhlovodikové konce
sméfovany ven smérem k tomuto nepolarnimu rozpoustédlu, a polarni hlavy jsou orientovany
dovnitt, kde tvoii ,,jadro* micely. Uspotadani obracené (reverzni) micely zobrazuje Obr. 7.

e
VN

Obr. 6 Struktura micely Obr. 7 Struktura obrdcené micely



2.1.3 Kriticka micelarni koncentrace

Pomérné nizka koncentrace, pii které se v pravém roztoku micelarniho koloidu zacinaji
asociovat PAL v micely, se nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC) a je jednou
ze zékladnich charakteristik miceldrnich koloidi. Pokud je hodnota koncentrace PAL nizsi
nez hodnota kritické micelarni koncentrace, latky v roztoku existuji jako unimerni molekuly,
ovSem po piekroceni této koncentrace nastava asociace do micel [2].

™N osmotic pressure

solubilization

magnetic resonance

surface tension

equivalent
conductivety

self-diffusion

CMC Concentration ————»

Obr. 8 Zmeny vybranych fyzikdlnich velicin v zavislosti na koncentraci

Kriticka micelarni koncentrace zavisi na struktuie uhlovodikového fetézce a jeho délce,
na vlastnostech hydrofilni skupiny a u ionogennich také na vlastnostech protiiontl a na teploté
atlaku. Se zménou této koncentrace nastavaji i zmény ve fyzikalnich vlastnostech PAL,
coz znazornuje Obr. 8 [4].

Existuje n€kolik metod, kterymi se da stanovit hodnota této koncentrace. NejCaste;si
metodou, kterou se hodnota CMC tenzidu urcuje, je méteni vodivosti nebo méeteni povrchového
napéti. Nicméné se pii méfeni CMC vyuZiva 1 jinych metod, mezi které patii zejména
potenciometrie nebo fluorescenéni spektrofotometrie [5].

2.2 Fluorescence

Luminiscence je jev, ktery se projevuje emisi hmotou piti deexcitaci, pficemzZ jednotlivé
druhy luminiscencnich metod se déli v zavislosti na druhu energie potiebné k excitaci. Mezi
druhy luminiscence patii napt. chemiluminiscence (chemicka energie) nebo termoluminiscence
(tepelnd energie).

Pokud excitace nastala energii svételnou, neboli elektromagnetickym zatfenim, pak se jedna
o fotoluminiscenéni metody, kde se dale, na zaklad¢ jejich charakteru v excitovaném stavu,
rozliSuje fluorescence a fosforescence.

2.2.1 Jablonského diagram
Procesy, ke kterym dochazi pii absorpci a emisi svétla, tedy zarivé a nezativé prechody mezi
elektronové vibra¢nimi stavy, jsou ¢asto ilustrovany pomoci Jablonského diagramu [1].

10
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Obr. 9 Jablonského diagram

Jak znazornuje Obr. 9, systém v zakladnim singletovém stavu (So) pfijme energii ve formé
fotonu a je excitovan do vysSich energetickych stavi (Si1, S2). Pokud energie fotonu postaci
nejen k elektronové excitaci, ale i k excitaci vibra¢nich past, dochazi poté k vibra¢ni relaxaci,
hladinou (S2) na nejvyssi vibracni hladinu zékladni singletové hladiny (Si) se oznacuje
jako vnitini konverze.

Fluorescence nastava, pokud molekula excituje na vyssi energetickou hladinu, spin ziistane

v

stavu S; do So. Fluorescence ma kratky dosvit a odezniva velmi rychle po ukonceni excitace.

Muze také nastat mezifazovy prechod, ktery zahrnuje zménu spinu elektronu, a nastava,
kdyz se ze singletového stavu se dvéma opac¢nymi spiny pii prechodu na vyssi energetickou
hladinu zméni orientace jednoho spinu a nastane ptechod do stavu tripletového. Mechanismus
ptechodu z S; do T1 je podobny s vnitini konverzi. Proces zahrnujici zménu spinu elektronu je
spinov¢ zakazany a je také méné pravdépodobny.

Fosforescence je pak emise fotonu z tripletového stavu T: do zékladniho stavu So.
Fosforescence je méné Casty jev nez fluorescence a ma také vyssi vinoveé délky, jelikoz prechod
z T1 do S; vyzaduje mensi rozdil energie nez prechod z S1 do So. Fosforescence ma dlouhy
dosvit, jelikoZ elektron musi po absorpci zafeni piejit z Sy na Ti.

Pokud nastane reverzni mezifdzovy ptechod mezi T1 a S1, molekula ptejde z nejnizsi hladiny
tripletového stavu zpét na nejnizsi hladinu excitovaného singletového stavu, pak po névratu
na Si; dochazi ke zpozdéné fluorescenci, jejiz doba dosvitu je srovnatelnd s fosforescenci
(mezifazovy ptechod zplisobuje zdrZeni), ale vlnova délka emitovaného zatfeni s fluorescenci.

11



2.2.2 Charakteristiky fluorescence

Excita¢ni spektrum je definovano jako intenzita fluorescence v zavislosti na vinové délce
budiciho zafeni, vlnovd délka emitovan¢ho zafeni je pfitom konstantni. Emisni spektrum
je naopak definovano jako intenzita fluorescence v zavislosti na vinové délce emitovaného
zéfeni, piicemz vinova délka excitacniho zafeni je konstantni.

Pro molekuly jsou emisni a excitaéni maxima charakteristicka, jejich vzajemny vztah
azejména rozdil mezi emisnim a excitatnim maximem vyjadfuje Stokesiv posun.
Fluorescen¢ni spektrum je posunuto k vy$§im vinovym délkam, nez spektrum absorpéni
a podstatou zrcadlového pravidla je to, Ze spektra maji vétSinou podobny tvar, nicméné jsou
k sob¢ zrcadlové obracena.

Stokestiv posun

Excitace
25y

Vinova délka
Obr. 10 Stokesuv posun a zrcadlové pravidlo

Jednou z dalsich zakladnich charakteristik fluorescence (luminiscence) je nejvyssi intenzita
fluorescence (luminiscence), které je dosazeno, pokud je systém excitovan vinovou délkou,
ktera je rovna excitacnimu maximu daného systému.

Kvantovy vytézek fluorescence vyjadiuje miru intenzity fluorescence a je definovan jako:

N
2 @

kde Nr je pocet kvant vyzafenych a N je pocet soustavou absorbovanych zafivych kvant.
Celkovy kvantovy vytéZzek fotoluminiscence je ur¢en jako soucet kvantového vytézku
fluorescence a fosforescence a vzdy je v dusledku nezatrivych deexcitaci mensi nez 100 %.

2.2.3 Stacionarni a ¢asové rozliSena fluorescence

Meéteni fluorescence je klasifikovano do dvou metod, kterymi jsou staciondrni a ¢asoveé
rozliSena fluorescence. Cast&j§i metodou méfeni fluorescence je stacionarni (Steady-state)
fluorescence, pfi které se po ozafeni vzorku kontinudlnim paprskem svétla méfi primérna
intenzita fluorescence a je zaznamenavano emisni spektrum. Intenzita stacionarni fluorescence

je v pifimé uméie k dob¢€ Zivota a muze byt ziskana podle vztahu:

0 t
I =[1,-e 7dt=1,-7, )
0
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kde I je intenzita fluorescence, lo je intenzita fluorescence v ¢ase t = 0 zavisejici na koncentraci
fluoroforu a 7 je doba zivota.

Casové rozlisena (time-resolved) fluorescence se vyuziva pro méfeni poklesu intenzity
fluorescence v ¢ase. Na rozdil od stacionarni fluorescence lze pomoci Casové rozliSené
fluorescence ziskat o vzorku mnohem vice informaci, kterymi jsou napt. doby zivota a jejich

pocet. Intenzita Casove rozliSené fluorescence mtize byt ziskadna z exponencialni zavislosti:
t

I=1,-er, @)

kde | je intenzita fluorescence, lo je intenzita fluorescence v ¢ase t = 0 a 7 je doba zivota
piislusné formy.

2.2.4 Fluorescen¢ni sondy

Luminofor je molekula nebo jeji cast, kterd zodpovidd za luminiscenci.
U fotoluminiscen¢nich metod se tyto skupiny oznacuji jako fluorofory (fluorescence)
a fosforofory (fosforescence). Fluorofory jsou tedy molekuly (nebo jejich casti), které jsou
schopny absorbovat energii svételného zafeni a nasledné ji ztratit emisnim zatenim o delsi
vlnové délce, coz podminuje jejich schopnost vykazovat fluorescenci.

Pokud je molekula sama o sobé& fluoroforem, jedna se o vlastni fluorescenci. K latkam, které
nemaji schopnost vykazovat vlastni fluorescenci, se vazi nevlastni fluorofory — fluorescenéni

r~r s

znacky kovalentni vazbou a nekovalentné se vazici fluorescencni sondy.

2.24.1 Pyren

Pyren je aromaticky uhlovodik, jehoz sumarni vzorec je CigHio a jeho strukturu zobrazuje
Obr. 11. Emisni spektrum pyrenu ma 5 maxim, z ¢ehoz je pro nas nejdulezitéjsi prvni
(A= 370 nm) a tfeti (A =~ 380 nm) maximum. Pom¢ér intenzit fluorescence prvniho a tfetiho
maxima se oznacuje jako emisni polaritni index (EmPI) a vyuziva se pfi stanoveni kritické
micelarni koncentrace. Na emisnim spektru pyrenu lze taky okolo 470 nm pozorovat excimer
(excitovany dimer) pyrenu, kdy se v systému nachazi vzdy jedna molekula pyrenu v zakladnim

stavu a druhd ve stavu excitovaném, vznikajici pfi solubilizaci pyrenu do micel.

Obr. 11 Struktura pyrenu

2.3 Prenos protonu v excitovaném stavu

Nékteré fluorescenéni sondy mohou podléhat deprotonaci v excitovaném stavu. Tyto
fluorescen¢ni sondy se pak oznacuji jako fotokyseliny, jelikoz se po excitaci mohou chovat jako
kyseliny a mechanismus pfenosu protonu V excitovaném stavu je velmi podobny mechanismu
disociace kyselin na vodikovy ion a pfislusny anion podle rovnice:

HA < H' + A, (4)

13



Fotokyselina obsahujici proton, ktery muze odstépit, jej v zdkladnim stavu neodStépuje.
Nicmén¢ pokud dojde k excitaci, dochazi poté k deprotonaci fotokyseliny za vzniku aniontové
formy této kyseliny. Zjednodusen¢ 1ze tento proces zndzornit rovnici:

(R—OH) —&T ,R-0O" +H", (%)
kde R—OH je obecny piedpis fluorescen¢ni sondy podléhajici ESPT a R—O je obecny piedpis
jeji aniontové formy.

N¢kolika hlavnimi kroky ESPT jsou ultrarychla deprotonace, ktera podminuje vznik
zdvojeného iontového paru, coz vede k rekombinaci a nasledné disociaci [10]. Toto
je znazornéno v nasledujici rovnici, kde reakci s vodou excitovana molekula reaguje za vzniku
iontového paru s prenesenym protonem a nasledné disociuje na dva samostatné ionty.

(ROH)" +H,0 <> (RO™".. H,0")«> RO + H,0*
1 ! (6)

ROH ESPT RO~

2.3.1 Intramolekularni pfenos protonu v excitovaném stavu

Intramolekularni ptenos protonu v excitovaném stavu (ESIPT = excited-state intramolecular
proton transfer) je fotoindukovany tautomeriza¢ni proces, ktery se projevuje prenosem vodiku
hydroxylové skupiny na uhlik karbonylové skupiny prostfednictvim vodikovych mistk.
Mechanismus ESIPT je znazornén na Obr. 12, kde enol forma po excitaci ptechazi ESIPT
na keto formu, kterd se po deexcitaci méni reverznim pienosem protonu (GSIPT = ground-state
intramolecular proton transfer) zpét na enol formu [16].

S, () — ESIPT

Emse

szf’:&Q?,f()I{ I{f’fﬁ“wqﬁ;(j

Enol forma S, (E) L GSIPT (severzai prenos protom) Keto forma

Excitace

Obr. 12 Mechanismus ESIPT

2.3.2 Sondy podléhajici pfenosu protonu v excitovaném stavu

1-Naftol je aromaticky uhlovodik obsahujici hydroxylovou skupinu na a-uhliku, jehoz
sumarni vzorec je CioHgsO a jeho struktura je zobrazena na Obr. 13. Diky pfitomnosti
hydroxylové skupiny, kterd je donorem protonu, a vhodnému prostiedi, které je akceptorem
protonu, 1-naftol podstupuje ESPT. Emisni spektrum 1-naftolu vykazuje dvé maxima, jedno
pii 350 nm, které patfi neutrdlni formé této sondy, druhé pii 450 nm, které odpovida
deprotonovanému 1-naftolu.

OH

Obr. 13 Struktura 1-naftolu
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3-Hydroxy-2-naftolova kyselina (3HNA) je aromaticka sloucenina, jejiz sumarni vzorec
je C11HgO3 a jeji struktura je zobrazena na Obr. 14.

@)

L
OH

3HNA na druhém uhliku obsahuje skupinu karboxylovou a na tfetim uhliku se nachazi
skupina hydroxylova, diky kterym tato sonda podléha ESIPT. Na Obr. 15 Ize vidét, ze molekula
3HNA ma dva konformacni izomery, enol (P) a keto (R). Tautomerni (T) forma téchto dvou
excitovanych konformera pak vykazuje ESIPT emisi [14], [15].

coglocaiiconicon

J{ Anion of 3HNA ground state

QoL :;z

R
Anion of 3HNA excited state
lwl hv 1

Obr. 14 Struktura 3HNA

Neutral 3HNA ground state

Normal emission ESIPT emission
Obr. 15 Struktura neutrdlni a aniontové formy 3HNA v zdkladnim a excitovaném stavu [15]

8-Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat sodny (HPTS) je pH citliva fluorescen¢ni sonda
ze skupiny arylsulfonatii, pticemz sulfonova skupina zodpovida za rozpustnost ve vodé
a hydroxylova skupina za citlivost k pH. Sumarni vzorec pyraninu je C1sH7Naz010S3 a struktura
sondy je zobrazena na Obr. 16. Diky jeji pKa (= 7,4) se vyuziva v klinické praxi [1]. Na emisnim
spektru je viditelna zejména aniontova forma pfi vinové délce 520 nm, neutralni forma pfti
420 nm ma mnohem mensi intenzitu fluorescence.

H \\//\

© S ONa

NaO\/, : /,S{\,ONa
(OJNO)

Obr. 16 Struktura HPTS
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Faktorem ovlivitujicim dynamiku ESPT je prostiedi, ve kterém deprotonace probiha. Jak
je popsano v kapitole 2.3, mechanismus ESPT probiha analogicky k disocia¢ni reakci kyselin,
coz je reakce probihajici ve vodném prostiedi. V systému, kde se nachazi pouze ptislusna sonda
a voda, l1ze méfenim fluorescence naméfit vyssi intenzitu fluorescence deprotonované formy
sondy RO", kdezto intenzita fluorescence neutralni formy sondy ROH je podstatné nizsi.
Ve vodném prostiedi je tedy mechanismus deprotonace fluorescenéni sondy velmi rychly.
Oproti tomu v nepolarnich rozpoustédlech disociace kyselin, a tedy i ESPT, vzhledem k vysoké
energetické bariéfe neprobihd a jednalo by se o velmi endotermicky proces.

Nejcastéji pouzivané fotokyseliny vétSinou nejsou schopny disociace v nevodnych roztocich
a prendseji proton po jejich asociaci s vodou. Silngj$i fotokyseliny jsou schopny pfenaset proton
1V jinych polarnich protickych rozpoustédlech, zejména alkoholech, béhem jejich excitovaného
stavu.

Zavislosti rozpoustédla na ESPT se vénovali ve své praci Spies a spol., kteti pracovali
s derivaty odvozenymi od HPTS, jako rozpoustédla pouzivali vodu, methanol a ethanol.
Me¢tenim casové rozliSené fluorescence se ukazalo, ze ESPT probiha nejrychleji ve vodném
prostiedi, poté v methanolu, nejpomalejsi ESPT probihal v prostfedi ethanolu. Zjisténé
rychlostni konstanty pfenosu protonu ve vodném prosttedi byly o tii fady vyssi, nez tomu bylo
Vv prostiedi obou alkoholll. Z experimentu také vyplyva, ze s rostouci koncentraci alkoholu
v systému klesa rychlost deprotonace [12].

Studium ESPT sondy HPTS v methanolu studovali také Mondal a spol., ktefi méfenim
staciondrni a Casov€ rozliSené fluorescence porovnavali rychlost pfenosu protonu ve vode
a methanolu. V tomto ptipadé byla rychlostni konstanta pfenosu protonu v methanolu nizsi
0 dva fady neZ tomu bylo ve vodé [13].

Pti vyuziti ESPT k charakterizaci koloidnich systémil dochazi také ke zméndm dynamiky
deprotonace také v zavislosti na mnoZstvi tenzidl v systému. V systémech, kde se vyskytuji
povrchove aktivni latky, ale ne v takové koncentraci, aby dochazelo k asociaci v micely,
probihd ESPT analogicky k procestim ve vodném prostiedi, intenzita fluorescence aniontové
formy je vysSi nez intenzita fluorescence formy neutrdlni. Po dosazeni kritick¢é micelarni
koncentrace se tenzidy zacinaji asociovat v micely a sonda se vyskytuje jak volné, tak i vazana
V micelach, deprotonace je tedy znacné potlacena, v systémech roste intenzita fluorescence
neutralni formy a intenzita fluorescence aniontové formy je nizsi [8].

Obdobné se daji charakterizovat i systémy, kde se krom povrchové aktivnich latek vyskytuji
1 polymery. Pro tyto systémy je charakteristicka kriticka agregacni koncentrace (CAC),
po jejimz dosaZeni se zacCinaji tvofit agregaty polymer—tenzid. Sonda se tak mize vyskytovat
jak volng, tak 1 vazana v téchto agregatech nebo volnych micelach, opét je deprotonace
potlacena a intenzita fluorescence aniontové formy sondy je nizsi [11].
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Obr. 17 Model ,, perlového nahrdelniku* u agregatii polymer—tenzid [11]

Dutta a spol. studovali pienos protonu v excitovaném stavu 1-naftolu v agregatech
hydroxypropylcelulézy a dodecylsulfatu sodného pomoci casové rozliSené fluorescence.
Pfi malych koncentracich tenzidu (pfed CMC) bylo chovani neutralni a aniontové formy sondy
odlisné oproti chovani za kritickou micelarni koncentraci, kde byly molekuly 1-naftolu
rozlozeny mezi agregaty a volné micely, kdy s rostouci koncentraci tenzidu také roste podil
sondy v micelach. Bylo také pozorovano, ze po dosazeni CAC, kdy jiz v roztoku existovaly
agregaty HPC-SDS, 1-naftol jiz nepodléhal deprotonaci [17].

D. Roy a spol. studovali ESPT stacionarni a ¢asové rozlisenou fluorescenci HPTS v CTAB
micelach, vénovali se také tomu, jak pfenos protonu HPTS v CTAB micelach ovliviluje
piidavek octanu sodného. Bylo zjisténo, ze se HPTS nevéaze k aniontovym (napt. SDS) ani
neutralnim (napt. Triton X-100) tenzidiim. Aniontova forma HPTS se ovSem velmi siln¢ vaze
k micelam kationtového tenzidu CTAB, pii¢emz na spektrech HPTS s CTAB se projevuje
jak aniontova, tak neutralni forma této sondy, nicméné proces ESPT v tomto systému je velmi
pomaly. S ptidavkem octanu sodného intenzita emise neutralni formy HPTS v CTAB micelach
klesa s rostouci intenzitou emise aniontové formy této sondy, coZ indikuje vétsi efektivitu
ESPT. ESPT sondy HPTS v octanu probiha mnohem rychleji ve vodném prostiedi, v prostiedi
CTAB micel probiha pomaleji [7].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Fluorescencni sondy

Povrchové aktivni latky

Pyren: Fluka, pro fluorescenci
CAS: 129-00-0
Cislo $arze: 430166/1

1-Naftol: Sigma-Aldrich, ReagentPlus®
CAS: 90-15-3
Cislo 3arze: 101256295

3HNA: Fluka
CAS: 92-70-6
Cislo $arze: 101291110

HPTS: Sigma-Aldrich Chemistry
CAS: 6358-69-6
Cislo 3arze: 101445391

CTAB: Sigma-Aldrich Life Science, pro molekularni biologii
CAS: 57-09-0
Cislo sarze: 101486215

SDS: Fluka, pro molekularni biologii
CAS: 151-21-3
Cislo 3arze: 1256726

Triton X-100: Sigma-Aldrich Chemistry
CAS: 9002-93-1
Cislo $arze: 101597883

4.2 Pristroje a zarizeni

4.2.1 Aminco Bowman Series 2
Zdrojem polychromatického zafeni je xenonova lampa (150 W). Toto zafeni vstupuje do
excitaéniho monochromatoru, ktery vybira excitaéni zéafeni o vhodné vlnové délce. Takto

vybrany paprsek prochdzi kifemennou kyvetou optické drahy 1 cm, kde dochazi k vybuzeni

fluoroforu. V kolmém sméru je pak po prichodu emisnim monochromatorem, stanovujicim
vlnovou délku emisniho zafeni, detekovano emitované svétlo, které je snimano fotonasobicem.
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Obr. 18 Schéma méreni na spektrofluorimetru Aminco

4.2.2 Fluorocube HORIBA Jobin Yvon

Nejprve dochazi k vybuzeni vzorku excitaénim pulzem z LED diody. Vyslany signal poté
prochazi CFD diskriminatorem (constant function discriminator), ktery pfesné méii cas
ptichodu pulzu. Nasledné signal prochazi konvertorem TAC (time to amplitude converter), ten
generuje napéti linedrné se zvysujici s ¢asem. Druhy emisni kanal detekuje emitovany foton,
jehoz piichozi Cas je piesné zaznamenan pomoci CFD, ktery vysle signal do TAC. TAC tak
obsahuje napéti, které odpovida Casovému zpozdéni mezi excitaénim a emisnim signalem.
Napéti miize byt zesileno zesilovatem PGA (programmable gain amplifier). Ptislu§né napéti
je pfevedeno na numerickou hodnotu pomoci ADC (analog to digital converter) konvertoru.
Hodnoty napéti jsou ukladany do histogramu, ktery je tvofen mnohondsobnym opakovanim
tohoto procesu. Méteni TCSPS probihalo v tzv. ,,reverznim modu®. Toto méteni je analogické
k vyse popsanému procesu, nicméné TAC je spustén prichodem fotonu a zastaven pulzem
excitaénim. [1]

S -§<—At—->
T
Time (ns)
offset gain T
TAC
/| poa Ei\ ADC
i CFD i

res |WD

Em. N __ﬁ b |

Obr. 19 Schéma mérent na spektrofluorimetru Fluorocube [1]
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4.3 Priprava zasobnich roztoki tenzidi

Pro piipravu zasobniho roztoku CTAB o koncentraci 6-10° mol-dm 2 bylo na analytickych
vahach navazeno 0,218 7 g tohoto tenzidu, toto mnozstvi bylo kvantitativné ptevedeno
do 100 ml odmérné banky a po rozpusténi navazky byl roztok doplnén deionizovanou vodou

po rysku.

Pro ptipravu zasobniho roztoku SDS o koncentraci 4-1072 mol-dm™2 bylo na analytickych
vahach navazeno 1,1535g tohoto tenzidu, toto mnozstvi bylo kvantitativné
pfevedeno do 100 ml odmérné banky a po rozpuSténi navazky byl roztok doplnén
deionizovanou vodou po rysku.

Pro piipravu zasobniho roztoku Tritonu X-100 o koncentraci 4-10™* mol-dm™3 bylo
na analytickych vahach navazeno 0,025 0 g tohoto tenzidu, toto mnozstvi bylo kvantitativné
prevedeno do 100 ml odmérmé banky a po rozpuSténi navazky byl roztok doplnén
deionizovanou vodou po rysku.

4.4 Ptiprava zasobnich roztoki fluorescenénich sond

Zasobni roztok pyrenu o koncentraci 2:10~4 mol-dm byl pfipraven nasledujicim zpiisobem.
Na analytickych vahach bylo navazeno 0,004 1 g pyrenu. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
ptevedeno do 100 ml odmérné banky a po rozpusténi navazky byl roztok doplnén acetonem
po rysku.

Zasobni roztok 1-naftolu o koncentraci 1073 mol-dm ™3 byl pipraven nasledujicim zptisobem.
Na analytickych vahach bylo navazeno 0,014 4 g 1-naftolu. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
ptevedeno do 100 ml odmérné bariky a po rozpusténi navazky byl roztok doplnén methanolem
po rysku.

Zasobni roztok HPTS o koncentraci 10~ mol-dm~ byl piipraven nasledujicim zptisobem.
Na analytickych vahach bylo navdzeno 0,052 4 g HPTS. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
pfevedeno do 100 ml odmérné barky a po rozpusténi navazky byl roztok doplnén ethanolem
po rysku.

Zasobni roztok 3HNA o koncentraci 2:10~2 mol-dm~ byl p¥ipraven nasledujicim zptisobem.
Na analytickych vahach bylo navéazeno 0,037 6 g 3HNA. Toto mnozstvi bylo kvantitativné
pievedeno do 100 ml odmérné baiiky a po rozpusténi navazky byl roztok doplnén ethanolem
po rysku.

4.5 Priprava vzorki

Do sklenénych vialek bylo vzdy pipetovano potiebné mnozstvi sondy a rozpoustédlo bylo
nasledné odpaieno v digestofi. Koncentrace pyrenu ve vzorcich byla 5-10® mol-dm™,
koncentrace 1-naftolu ve vzorcich byla 1-10~° mol-dm3, koncentrace 3HNA ve vzorcich byla
2:107° mol-dm™ a koncentrace HPTS ve vzorcich 2:107® mol-dm3. Poté bylo do vialek
pipetovano takové mnozZstvi tenzidu tak, aby po doplnéni deionizovanou vodou na celkovy
objem 5 ml vznikla vhodné koncentra¢ni fada 15 vzorkl s piredpokladanou hodnotou CMC
zhruba uprostied. Koncentraéni fada CTAB byla vrozmezi 2:-10% —6-107 mol-dm3,
koncentraéni fada SDS byla vrozmezi 2-10° — 4-102 mol-dm™ a koncentra¢ni fada
Tritonu X-100 byla v rozmezi 5:10° —4-10~* mol-dm™3. Vsechny vzorky byly pfipraveny
trikrat.
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4.6 Vlastni méreni
Emisni spektra jednotlivych fluorescencnich sond byla meéfena na spektrofluorimetru
Fluorolog HORIBA Jobin Yvon za konstantni teploty 22 °C, ktera byla udrzovana termostatem.

Casové rozlisena fluorescence jednotlivych fluorescenénich sond byla méfena
na spektrofluorimetru Fluorocube HORIBA Jobin Yvon v reverznim modu a za konstantni
teploty 22 °C, ¢ehoz bylo docileno ptipojenou vodni lazni.

Vsechna méfeni byla provedena ttikrat a vysledné hodnoty (spektra a doby zivota) byly
ziskany zpriimérovanim namétenych dat v MS Excel, chyba méfeni byla stanovena pomoci
smérodatné odchylky a v grafech je vyznacena chybovymi tiseckami.

4.6.1 Méreni emisnich spekter

Byla proméfena emisni spektra pyrenu, kdy excita¢ni vinova délka byla 335 nm a emisni
spektrum bylo méfeno ve vinovych délkach 350 — 550 nm. U excita¢niho monochromatoru
byla nastavena Stérbina na 1,5 nm, u emisniho pak na 2 nm.

Pro méfeni emisnich spekter 1-naftolu byla excita¢ni vinova délka 300 nm a emisni spektrum
bylo sniméno v rozsahu 320 — 580 nm. Stérbiny u obou monochrométorii byly nastaveny
na 2 nm.

Emisni spektra HPTS byla métena v rozmezi 380 — 580 nm s excitacni vlnovou délkou
375 nm. Stérbiny u obou monochromatori byly nastaveny na 2 nm.

Emisni spektra 3HNA byla méfena v rozmezi 380 — 560 nm s excita¢ni vinovou délkou
350 nm. Stérbiny u obou monochromatort byly nastaveny na 2 nm.

4.6.2 Méreni dob Zivota

Pro méteni vyhasinani fluorescence 1-naftolu byla zvolena nanoLED dioda vlnové délky
301 nm. Emisni monochrométor byl nastaven na vinovou délku 350 nm pfi sledovani neutralni
formy a na 450 nm pfi sledovani formy aniontové. TAC rozsah byl nastaven na 50 ns
pii sledovani neutralni formy a na 100 popt. 200 ns pfi sledovani aniontové formy. Cyklus
vyhasinani byl zopakovan 10 000krat.

Pro méfeni vyhasindni fluorescence HPTS byla zvolena nanoLED dioda vinové délky
372 nm, pii sledovani neutralni formy HPTS byl emisni monochromator nastaven na 420 nm,
pfi sledovani aniontové formy HPTS byl nastaven na 520 nm. TAC rozsah byl nastaven na 50,
popt. 100 nm a cyklus vyhasinani byl zopakovan 10 000krat.

Pro méfeni vyhasinani fluorescence 3HNA byla zvolena nanoLED dioda vinové délky
361 nm. U 3HNA byla sledovana pouze aniontova forma sondy a emisni monochromator byl
V tomto ptipadé nastaven na vinovou délku 510 nm. TAC rozsah byl nastaven na 50 ns. Cyklus
vyhasinani byl zopakovan 10 000krat.

K rozptylu svétla pro stanoveni tzv. IRF (instrument response function) byl pouzit roztok
koloidniho kiemiku. Stanoveni probéhlo vzdy po proméfeni prvniho vzorku. Nastaveni bylo
stejné az na emisni monochromator, ktery byl nastaven na vinovou délku pouzité diody.
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4.7 Vyhodnoceni

4.7.1 Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Hodnota kritické micelarni koncentrace byla zjisténa na zaklad¢ pouziti fluorescencni sondy
pyrenu. Metoda je zalozena na méfeni zavislosti intenzity fluorescence, resp. poméru intenzit
prvniho a tfetiho vibra¢niho pasu, oznacovaném jako emisni polaritni index (dale EmPI),
na logaritmu koncentrace tenzidu [9].

Tato zavislost mlze byt popsand sigmoidni kiivkou Boltzmanova typu, kterou lze
matematicky popsat rovnici:

y=2"2 o a, @)

l+e &

kde y odpovida poméru intenzit fluorescence prvniho a tietiho piku pyrenu, hodnoty Ar a Az
odpovidaji maximu a minimu funkce, hodnota X ptredstavuje celkovou koncentraci tenzidu,
AX je gradient a hodnota Xo je inflexnim bodem funkce.

y, = A

EmPI

¥,= A,

[;xCI\ZC)] i

Koncentrace tenzidu

Obr. 20 Sigmoidni krivka Boltzmanova typu pro uréeni CMC

Na Obr. 20, zobrazujicim sigmoidni Boltzmanovu kiivku, se nachazeji tfi body, podle
kterych se da CMC stanovit. Prvnim bodem je inflexni bod funkce xo = (Xcmc)1, dal$im bodem
je maximum funkce (Xcmc)s, poslednim bodem je pak minimum funkce (Xcmc)2.

Jak lze z predchoziho obrazku vycist, hodnota CMC v bod¢€ Xo lze urcit pfimo z grafu,
nicméné hodnoty CMC v krajnich bodech musi byt dopoc¢itany a jedna se 0 priiseciky minima,
popft. maxima, funkce s te¢nou sigmoidni zavislosti.

Derivaci matematického vyjadieni sigmoidni kiivky a naslednymi upravami byl ziskan
piedpis teény funkce v inflexnim bodé¢, ¢imZ po néasledném dosazeni y1, popft. Y2, a Gpraveé byly
ziskany vztahy pro vypocet hodnoty CMC v maximu i minimu:

(XCMC)Z =Xo +2-AX, 8
(XCMC)B =X, —2-AX.
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Hodnoty CMC z inflexniho bodu a ostatni hodnoty potiebné pro dalsi vypocty byly ziskany
v programu Origin, na zaklad¢ zavislosti EmPI na koncentraci tenzidu a naslednym prolozenim
této zavislosti sigmoidni kiivkou.

4.7.2 Stanoveni rychlostnich konstant
Data vyhasinani fluorescence naméiena na spektrofluorimetru Fluorocube byla analyzovéana
v programu DAS6 Fluorescence Decay Analysis Software, tato data byla prolozena vhodnou
(1 az 5) exponencialni funkci, jejiz obecny predpis je:
t

F(t)=A+B, e *, (10)

kde A je fitovaci parametr, B je pfedexponencialni funkce, t je Cas a 7 je piislusna doba Zivota.
Piedexponencialni funkce souvisi s mnozstvim emitujici latky ve vzorku [1].

Prolozenim vhodnou exponencialni funkci byly ziskany hodnoty doby zivota sondy a jejich
procentualni zastoupeni. Rychlostni konstanty neutralni formy sondy (Kgy, ) @ rychlostni

konstanty deprotonované formy sondy (K, ) byly vypocitany z nejdelSich dob Zivota, coz jsou

doby Zzivota prave téchto forem [18]:

Kron = (ﬂ’l)ROH = (%] ’ (11
Keo = (/11)Ro* = (Ti] B (12)

Rychlostni konstanta pfenosu protonu (K;) byla vypocitana na zakladé nasledujicich

vypocta [18]:

1 1 1
/1:—’1 =—, =—,
=y R AT (13)
B
R=—2
B, (14)
_R'/la"'/iz
TRyl (15)

kde 7 znaci dobu Zivota a B znac¢i relativni zastoupeni dané doby.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni kritické micelarni koncentrace tenzidii pomoci pyrenu

Hodnota kritické micelarni koncentrace tenzida CTAB, SDS a Tritonu X-100 byla stanovena
méfenim stacionarni fluorescence pyrenu. Princip tohoto stanoveni je popsan v kapitole 4.7.1.
Pyren byl vybran z toho divodu, Ze se jedna o zndmou sondu pro ur¢ovani kritické micelarni
koncentrace, je dlouho pouZivany a k nalezeni ve spousté publikaci. V této praci slouZzi jako
modelovéa sonda pro urceni kritické micelarni koncentrace. Z naméfenych hodnot intenzity
fluorescence byl vytvotren graf zavislosti emisniho polaritniho indexu na koncentraci tenzidu
(Obr. 21) a tyto hodnoty byly v programu Origin proloZeny sigmoidni kiivkou, ¢imz byly
ziskany parametry potfebné pro vypocet kritické micelarni koncentrace.
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Obr. 21: Hodnota emisniho polaritniho indexu v zavislosti na koncentraci tenzidit CTAB,
SDS a Tritonu X-100. Osa x je v logaritmickém méritku.

Byla stanovena hodnota kritické micelarni koncentrace CTAB na 1,03 mM pro inflexni bod
funkce, 0,71 mM pro maximum funkce a 1,35 mM pro minimum funkce. Hodnota CMC
uddvana vyrobcem je 1 mM, nékteré zdroje uvadéji hodnotu této koncentrace v rozmezi
0,92 -1 mM [9].

Hodnota kritické micelarni koncentrace SDS byla stanovena na 6,67 mM z inflexniho bodu
funkce, 6,23 mM z maxima funkce a 7,11 mM z minima funkce. Hodnota udavana vyrobcem
lezi v rozmezi 7 — 10 mM. Hodnota zjistovana nejen fluorescencné, ale také pomoci absorpéni
spektrometrie nebo konduktometrie, se vyskytuje v rozmezi 7 — 8 mM [5].

Kriticka micelarni koncentrace Tritonu X-100 byla stanovena na 0,24 mM z inflexniho bodu
funkce, 0,21 mM z maxima funkce a 0,27 mM z minima funkce. Vyrobce udava hodnotu CMC
v rozmezi 0,2 — 0,9 mM, ale v publikacich se vyskytuje rozmezi 0,22 — 0,27 mM [9].

Pro tenzidy, které by mély mit nizkou hodnotu kritické micelarni koncentrace (pod 1 mM)
by méla platit hodnota uréena pravé z inflexniho bodu, naopak u tenzidl s vyssi hodnotou
kritické micelarni koncentrace by méla byt spravnéjsi hodnota uréena z bodu (xcmc)2 zavislosti
popsané v kapitole 4.7.1 [9].
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Porovnanim s hodnotou udavanou vyrobcem a experimentalné zjisténymi hodnotami
Z raznych zdroju se pro CTAB jako nejvhodnéjsi nachazi skute¢né hodnota urcena z inflexniho
bodu funkce, tedy 1,03 mM, obdobné jako u Tritonu X-100, kde v inflexnim bod¢ je naméiena
hodnota 0,24 mM, pro SDS odpovida hodnota 7,11 mM stanovena z minima funkce.

5.2 Méreni stacionarni a ¢asové rozliSené fluorescence 1-naftolu
5.2.1 Stacionarni fluorescence 1-naftolu

Obdobn¢ jako v piipadé pyrenu byla stanovena hodnota kritické micelarni koncentrace
jednotlivych tenzidl na zakladé méteni stacionarni fluorescence 1-naftolu. Namisto EmPI byly
vyneseny zavislosti intenzit neutralni formy 1-naftolu na koncentraci tenzida (Obr. 22), ty byly
nasledné prolozeny sigmoidni kfivkou a ze ziskanych parametrti byly stanoveny hodnoty
kritické micelarni koncentrace.

700

® CTAB
600 1 esSDS {

@ TX-100
500 A

400 A

300 - i

¢
200 - : e iij

At

0 T T T
1E-05 1E-04 1E-03 1E-02 1E-01

c [M]

Obr. 22 Intenzita fluorescence neutrdlni formy (350 nm) 1-naftolu v zdvislosti na koncentraci
tenzidit CTAB, SDS a Tritonu X-100. Osa X je v logaritmickém méritku.

Intenzita fluorescence
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Hodnota kritické micelarni koncentrace CTAB stanovena je pro inflexni bod 1,18 mM, pro
minimum funkce 1,01 mM a pro maximum funkce 1,35 mM. Hodnota stanovena pomoci
pyrenu porovnanim s hodnotami uvedenymi v publikacich byla stanovena z inflexniho bodu
na 1,03 mM, této hodnoté odpovida hodnota z minima funkce stanovena na 1,01 mM.

Kritickd micelarni koncentrace SDS je pro inflexni bod 10,80 mM, pro minimum funkce
8,95 mM a pro maximum funkce 12,65 mM. Hodnota stanovena pomoci pyrenu byla stanovena
zminima na 7,11 mM, této hodnoté¢ se nejvic blizi hodnota stanovena z minima funkce
na 8,95 mM.

Hodnota kritické micelarni koncentrace u Tritonu X-100 je pro inflexni bod 0,29 mM, pro
minimum funkce 0,24 mM a pro maximum funkce 0,34 mM. Pro Triton X-100 byla hodnota
stanovend v piedchozi kapitole na 0,24 mM z inflexniho bodu, stejna hodnota byla stanovena
pomoci 1-naftolu v minimu funkce.

Pro systém 1-naftol s CTAB byl vynesen graf zavislosti neutralni (350 nm) a aniontové
(450 nm) formy 1-naftolu v zavislosti na koncentraci CTAB (Obr. 23). U obou forem dochazi
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ke zvyseni intenzity fluorescence s rostouci koncentraci tenzidu. V dobé¢, kdy je v roztoku nizka

koncentrace CTAB, a nebylo tak dosazeno kritické micelarni koncentrace, je intenzita

fluorescence témér konstantni. Markantnéj$i ndrQst intenzity nastavd v okamziku, kdy se

V roztoku zacinaji tvofit micely.
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Obr. 23 Intenzita fluorescence neutrdalni (350 nm) a aniontové (450 nm) formy I-naftolu

Vv zavislosti na koncentraci CTAB. Osa x je v logaritmickém méritku.

Na Obr. 24 jsou zobrazena namétfenda emisni spektra samotného 1-naftolu a 1-naftolu

Vv pfitomnosti tenzidlit CTAB, SDS a Tritonu X-100 za kritickou micelarni koncentraci.

3000
1-naftol
— CTAB
2500 -
—SDS
= Triton X-100

N

o

o

o
1

1000 -

Intenzita fluorescence
[N
U1
o
o
1

500 A

0 T T T T T T
320 360 400 440 480 520

A [nm]

Obr. 24 Emisni spektrum 1-naftolu v systému bez pritomnosti tenzidit a v pritomnosti CTAB,

SDS a Trionu X-100 za kritickou micelarni koncentraci.

Na emisnim spektru v systému s CTAB za kritickou miceldrni koncentraci (6 mM) lze

pozorovat mnohem vys$i intenzitu aniontové formy 1-naftolu nez je tomu u SDS (40 mM)
a Tritonu X-100 (0,4 mM). U CTAB zaroven nelze pozorovat pfevySeni intenzity aniontové
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formy formou neutralni, coz je viditelné zejména u SDS, kde je se stoupajici koncentraci SDS
pozorovatelny pokles intenzity aniontové formy a nartst intenzity neutrdlni formy.
Graf zavislosti intenzit obou forem 1-naftolu na koncentraci SDS je uveden vV pfiloze
(viz Priloha 1), stejné tak je v ptiloze (viz Pfiloha 2) uveden graf zavislosti obou forem
1-naftolu na koncentraci Tritonu X-100. U kationtového CTAB se aniontova forma 1-naftolu
nachazi pravdépodobné spis u hydrofilnich kladn¢ nabitych hlav micel, tedy ve Sternové vrstve.
Z tohoto duvodu dochazelo k nartstu nejen intenzity neutralni formy, ale i formy aniontové.
Pokud by 1-naftol nebyl solubilizovan do micel, intenzita neutralni formy by se nezvySovala,
protoze by nedochdzelo k potlaceni deprotonace. V piipad¢, ze by dochazelo k zaclenéni
1-naftolu do micel, pak by v hydrofobni ¢asti micel deprotonace neprobihala a aniontova forma
by tak nebyla pozorovatelna. V ptipade aniontového SDS byl 1-naftol lokalizovan uvnitt micel,
proto dochdzelo k potlaceni deprotonace a intenzita neutrdlni formy 1-naftolu po dosazeni
kritické micelarni koncentrace ptevysila intenzitu aniontové formy 1-naftolu. Systém
s Tritonem X-100 se chova obdobné jako systém s CTAB, dochazi v ném ke zvyseni intenzity
obou forem 1-naftolu s rostouci koncentraci Tritonu X-100.

5.2.2 Casové rozliSena fluorescence 1-naftolu

Na zakladé¢ méfeni Casové rozliSené fluorescence byly vypocteny rychlostni konstanty
deprotonace (viz kapitola 4.7.2), ty byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci
jednotlivych tenzidu (Obr. 25).
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Obr. 25 Rychlostni konstanta deprotonace (ket) V zavislosti na koncentraci tenzidit CTAB, SDS
a Tritonu X-100. Osa x je v logaritmickém méritku.

Pted dosazenim kritické micelarni koncentrace, kdy se ve vzorcich nevyskytovaly zadné
micely, lze pozorovat vyssi hodnoty piislusnych rychlostnich konstant pfenosu protonu.
Ve vzorcich, ve kterych uz byly pfitomny tenzidy v takové koncentraci, aby zacalo dochéazet
k tvorb¢ micel, se 1-naftol nenachazel pouze ve vodném prostiedi, ale byl i vazan v micelach,
popf. se nachazel na rozhrani micely a vody, o ¢emz vypovidaji klesajici hodnoty rychlostni
konstanty. Po dosazeni kritické miceldrni koncentrace jsou hodnoty rychlostnich konstant
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deprotonace velmi nizké, vétSina molekul sondy byla solubilizovana do micel a deprotonace
tak byla omezena.

Zavislost rychlostni konstanty deprotonace na koncentraci jednotlivych tenzidi byla pro
srovnani taky v Originu prolozena sigmoidni kfivkou. Pro tenzid CTAB byla hodnota
stanovena na 0,89 mM v inflexnim bodé funkce, na 0,97 mM v maximu funkce a na 0,81 mM
vV minimu funkce. Tyto hodnoty jsou mnohem niz$i v porovnani s méfenim stacionarni
fluorescence pyrenu i 1-naftolu a hodnoté kritické micelarni koncentrace odpovida hodnota
z maxima funkce na 0,97 mM. Vyssi hodnoty kritické micelarni koncentrace nez v predchozich
piipadech byly stanoveny pro SDS, a to na 10,46 mM pro inflexni bod funkce, 12 mM pro
maximum funkce a na 8,92 mM pro minimum funkce, coz je hodnota, ktera prechozim
stanovenim odpovida nejvic. U Tritonu X-100 byla hodnota kritické micelarni koncentrace
stanovena na 0,22 mM pro inflexni bod, 0,25 mM v maximu funkce a 0,18 mM v minimu
funkce. Odpovidajici je hodnota v inflexnim bod¢ 0,22 mM.

5.3 Meéreni stacionarni a ¢asoveé rozlisené fluorescence HPTS
5.3.1 Stacionarni fluorescence HPTS

Pro systétm HPTS s CTAB byl vynesen graf zavislosti neutralni (420 nm) a aniontové
(520 nm) formy HPTS v zavislosti na koncentraci CTAB (Obr. 26).
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Obr. 26 Intenzita fluorescence neutrdalni (420 nm) a aniontové (520 nm) formy HPTS
V zavislosti na koncentraci CTAB. Osa x je v logaritmickém méritku.

Prolozenim zavislosti intenzity fluorescence neutralni formy HPTS na koncentraci CTAB
sigmoidni kiivkou byly zéaroven ziskdny hodnoty kritické miceldarni koncentrace CTAB.
Hodnota kritické micelarni koncentrace v minimu funkce byla stanovena na 0,85 mM.
Pted dosazenim této koncentrace zaroven dochéazi ke zvySovani intenzity neutrdlni formy
HPTS. Hodnota kritické micelarni koncentrace byla v inflexnim bodé¢ stanovena na 0,97 mM.
V maximu funkce byla hodnota kritické micelarni koncentrace stanovena na 1,10 mM. Za touto
koncentraci jiz nedochazi k narastu intenzity neutralni formy HPTS.
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Porovnanim s hodnotami stanovenymi pomoci pyrenu a porovnanim s jiz zjiSténymi
hodnotami se jako spravné jevi hodnoty stanovené z inflexniho bodu na 0,97 mM a z maxima
funkce na 1,10 mM.

Jak 1ze pozorovat i na emisnim spektru HPTS v systému s CTAB, SDS a Tritonem X-100
(Obr. 27), intenzita ani jedné z forem HPTS se neménila se vzrustajici koncentraci SDS
a Tritonu X-100.
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Obr. 27 Emisni spektrum HPTS v systému bez pritomnosti tenzidii a v pritomnosti CTAB, SDS
a Tritonu X-100 za kritickou micelarni koncentraci.

Prekroceni kritické micelarni koncentrace je vyznamné pouze pro tenzid CTAB, kdy pted
dosazenim kritické micelarni koncentrace intenzita neutrdlni formy nepfevysila intenzitu
aniontové formy. Ve chvili, kdy se v roztoku zacaly tvofit micely, dochazelo k poklesu
intenzity aniontové formy a k narlistu formy neutrdlni, a v dobé, kdy byla dostate¢na
koncentrace CTAB a tim i dostate¢né mnozstvi micel, dochazelo k solubilizaci HPTS do micel
a deprotonace tak byla potlacena. V ptiloze jsou uvedeny grafy intenzity neutralni i aniontové
formy HPTS v zavislosti na koncentraci SDS (viz Pfiloha 3) a v zavislosti na koncentraci
Tritonu X-100 (viz Ptiloha 4). Pro mozné porovnani jsou v piiloze uvedeny také zavislosti
intenzity neutralni formy HPTS na koncentraci jednotlivych tenzidi (viz Pfiloha 5),
kde je viditelna konstantni intenzita fluorescence neutralni formy HPTS u tenzidi SDS
a Tritonu X-100, porovnatelna s intenzitou fluorescence v systému s CTAB pted kritickou
micelarni koncentraci. U tenzid SDS a Triton X-100 nem4 kriticka micelarni koncentrace
na pribéh deprotonace vyznamnégjsi vliv, HPTS se k nim totiZ nevaze z divodu zaporné
nabitych sulfonovych skupin, neni tedy potlacen pienos protonu, jelikoZ se veskera sonda
nachazi ve vodném prostfedi a intenzita aniontové formy tak pfevySuje intenzitu neutralni
formy v jakékoliv koncentraci téchto dvou tenzidu.

5.3.2 Casové rozlisena fluorescence HPTS
Vypoctené rychlostni konstanty deprotonace HPTS byly vyneseny do grafu zavislosti t€chto
konstant na koncentraci jednotlivych tenzidu (Obr. 28).
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Obr. 28 Rychlostni konstanty deprotonace (Ket) HPTS V zdvislosti na koncentraci tenzidi
CTAB, SDS a Tritonu X-100. Osa x je v logaritmickém méritku.

Pro HPTS v prostiedi CTAB lze pozorovat stejny trend jako u 1-naftolu, kdy k vyraznému
poklesu deprotonace dochazi béhem kritické micelarni koncentrace. Za kritickou micelarni
koncentraci jsou rychlostni konstanty deprotonace velmi malé a po solubilizaci vétSiny molekul
HPTS do micel CTAB uz deprotonace téméf neprobiha. Vysoké hodnoty rychlostnich konstant
deprotonace HPTS v prostfedi s SDS a Tritonem X-100 odpovidaji hodnotam rychlostnich
konstant deprotonace HPTS v prostfedi CTAB pied dosazenim kritické micelarni koncentrace.
Tato skutecnost, stejné jako u méfeni stacionarni fluorescence v kapitole 5.3.1, potvrzuje, Ze se
HPTS nevéze k micelam SDS a Tritonu X-100, proto nedochézi k potlaceni deprotonace.

Prolozenim vyse uvedené zavislosti rychlostni konstanty deprotonace HPTS na koncentraci
CTAB sigmoidni kiivkou byly 1 ztohoto méfeni ziskany hodnoty kritické micelarni
koncentrace. Nejblize hodnotdm stanovenym =z pfedchozich meéfeni je bod odpovidajici
0,78 mM z maxima funkce. Hodnota z inflexniho bodu byla stanovena na 0,73 mM a hodnota
z minima funkce na 0,68 mM.

5.4 Méreni stacionarni a ¢asové rozliSené fluorescence 3HNA

3HNA na rozdil od ptfedchozich sond 1-naftolu a HPTS nepodléhd ESPT ale ESIPT. Tato
sonda byla vybrana pravé pro mozné porovnani intermolekularnino i intramolekularniho
pfenosu protonu v excitovaném Stavu.

5.4.1 Stacionarni fluorescence 3SHNA

Na Obr. 29 jsou namétena emisni spektra 3HNA bez pfitomnosti tenzidl a v pritomnosti
tenzidid CTAB, SDS a Tritonu X-100 po dosazeni kritické micelarni koncentrace. Neutralni
forma 3HNA (400 nm) se na spektru vyznamn¢ neprojevuje pro zadny z uvedenych systémi,
viditelna je intenzita ESIPT emise pti 510 nm.
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Obr. 29 Emisni spektrum 3HNA v systému bez pritomnosti tenzidii a v pritomnosti CTAB, SDS
a Tritonu X-100 za kritickou micelarni koncentraci.

V piitomnosti tenzidi SDS a Tritonu X-100 za kritickou micelarni koncentraci 3HNA
nevykazuje vyraznou zménu intenzity ESIPT emise. U SDS je hodnota intenzity ESIPT emise
3HNA konstantni, vzhledem k zdpornému naboji u SDS i 3HNA zde nedochézi k zadné
interakci, o ¢emz svéd¢i i méfeni Casové rozlisené fluorescence. Oproti tomu v systému
s CTAB intenzita fluorescence 3HNA roste skoro linearné s rostouci koncentraci CTAB
ve vzorcich a mnohem vyssi intenzitu fluorescence vykazuje uz prvni vzorek pred dosaZzenim
kritické miceldrni koncentrace. Tomuto skoku odpovidd i1 Casov€ rozliSené méfeni
v kapitole 5.4.2. U Tritonu X-100 nedochazi k tak markantnimu narGstu intenzity ESIPT emise
3HNA, nicméné za kritickou micelarni koncentraci ke zvySeni dochéazi. Zavislost intenzity
fluorescence 3HNA pti 510 nm na koncentraci jednotlivych tenzidi je uvedena na Obr. 30.
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Obr. 30 Intenzity fluorescence 3HNA pri 510 nm v zavislosti na koncentraci tenzidit CTAB,
SDS a Tritonu X-100. Osa x je v logaritmickém méritku.
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5.4.2 Casové rozlisena fluorescence 3HNA

Vyhasinaci kiivky aniontové formy 3HNA byly prokladany mono- aZz biexponencialni
funkci, ¢imz byly ziskany doby zivota sondy. U systémil, kde se nevyskytoval zadny tenzid,
byl pozorovan monoexponencialni pokles, ¢imz byla zjisténa doba Zivota volné 3HNA.
V nasledujici tabulce (Tab. 1) jsou pro jednotlivé systémy uvedeny hodnoty primérnych dob
Zivota.
Tab. 1 Primerné doby Zivota 3HNA v systémech s CTAB, SDS a Tritonem X-100.

CTAB SDS Triton X-100
Vzorek c [M] 7 [ns] c [M] 7 [ns] c [M] 7 [ns]
0 0 1,6 0 1,6 0 1,6
1 2,00E-04 4,4 2,00E-03 1,7 5,00E-05 1,6
2 4,00E-04 4,6 4,00E-03 1,6 1,00E-04 1,6
3 6,00E-04 4,8 6,00E-03 1,6 2,00E-04 1,6
4 7,00E-04 4,9 6,50E-03 1,6 2,10E-04 1,6
5 7,50E-04 4,9 7,00E-03 1,6 2,15E-04 1,6
6 8,00E-04 4,9 7,50E-03 1,6 2,20E-04 1,6
7 8,50E-04 5,0 8,00E-03 1,6 2,25E-04 1,6
8 9,00E-04 5,0 8,50E-03 1,6 2,30E-04 1,6
9 9,50E-04 5,0 9,00E-03 1,6 2,35E-04 1,6
10 1,00E-03 5,0 9,50E-03 1,6 2,40E-04 1,6
11 1,10E-03 53 1,00E-02 1,6 2,45E-04 1,6
12 1,20E-03 5,3 1,10E-02 1,6 2,50E-04 1,6
13 2,00E-03 54 1,20E-02 1,6 3,00E-04 1,7
14 4,00E-03 54 2,00E-02 1,6 3,50E-04 1,7
15 6,00E-03 55 4,00E-02 1,6 4,00E-04 2,9

U vzork, kde se nachazela pouze samotna 3HNA, tedy bez pfitomnosti tenzidl, doba Zivota
volné 3HNA odpovida hodnoté 1,6 ns. Na rozdil od CTAB, kdy v pfitomnosti tenzidi pomérné
vyrazné vzrostla hodnota primérné doby zivota, v pfitomnosti SDS se primérna hodnota doby
zivota moc neli§i od hodnoty naméfené pro samotnou 3HNA. Obdobné chovani vykazuje
i Triton X-100, kde je ovSem za kritickou micelarni koncentraci pozorovatelny vzrist pramérné
doby Zivota. Namétené doby zivota vSech systému a jejich relativni zastoupeni je uvedeno
v ptiloze (viz Ptiloha 6, Ptiloha 7 a Ptiloha 8).

Jak uz bylo zminéno v kapitole 5.4.1, uz v prvnim vzorku obsahujicim CTAB dochazi
k vyraznému skoku. V ramci stacionarni fluorescence dochdzi k vyraznému nartstu intenzity
ESIPT emise, u ¢asové rozliSené fluorescence je primérné doba Zivota prvniho vzorku vyrazné
vy$$i, nez doba Zivota samotné 3HNA. Z namé&fenych dob Zivota a jejich relativniho zastoupeni
lze usuzovat, ze probihaji interakce mezi 3HNA a CTAB uz v prvnim vzorku, o ¢emz sveédci
I prudce stoupajici zastoupeni doby zivota pfipadajici na 3HNA vazanou v CTAB.

Vyhasinaci kiivky 3HNA s SDS byly prokladany monoexponencidlni funkci. 3HNA
nevykazuje zadné interakce s SDS a doba zivota volné 3HNA odpovida v téméft vSech vzorcich
hodnoté 1,6 ns.
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Vyhasinaci kiivky 3HNA v systému s Tritonem X-100 byly prokladany biexponencialni
funkci. Prvni vzorky nevykazovaly vyznamny narast pramémné doby zivota, nicméné
za kritickou micelarni koncentraci dochazelo k nartstu primérné doby zivota, stejné¢ jako
klesalo procentualni zastoupeni doby zivota piipadajiciho volné 3HNA a rostlo procentudlni
zastoupeni odpovidajici 3HNA vazané V micelach Tritonu X-100. S rostouci koncentraci
Tritonu X-100 by pravdépodobné primérna doba zivota stale rostla, dokud by veskeré
molekuly 3HNA nebyly vazany v micelach.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo sesbirani poznatkli a sepsani literarni reSerSe tykajici se problematiky
pienosu protonu v excitovaném stavu a charakterizaci koloidnich systémii pomoci méfeni
stacionarni a ¢asov¢ rozliSené fluorescence sond, které této deprotonaci v excitovaném stavu
podléhaji. Zaroven cilem prace bylo zhodnoceni vysledki vzhledem ke zndmym sondam.
Pro experimentalni ¢ast byly vybrany tiéi fluorescen¢ni sondy podléhajici deprotonaci
V excitovaném stavu, byly to sondy 1-naftol, HPTS a 3HNA, jako modelova sonda byl pouzit
pyren. Jako tenzidy byly pouzity kationtovy tenzid CTAB, aniontovy tenzid SDS a neionogenni
tenzid Triton X-100.

Nejdfive byla zjiSténa kritickd micelarni koncentrace pomoci pyrenu, ktery byl vybran jako
znama sonda pro stanoveni kritické micelarni koncentrace. Pro CTAB byla hodnota kritické
micelarni koncentrace stanovena z inflexniho bodu na 1,03 mM. Hodnota kritické micelarni
koncentrace pro SDS byla stanovena z minima funkce na 7,11 mM. U Tritonu X-100 byla
hodnota kritické micelarni koncentrace stanovena z inflexniho bodu na 0,24 mM.

Hodnoty kritické micelarni koncentrace byly stanoveny i pomoci 1-naftolu. U CTAB
na rozdil od méteni s pyrenem nebyla kritickd micelarni koncentrace stanovena z inflexniho
bodu, nybrz z minima funkce na 1,01 mM méfenim stacionarni fluorescence a z maxima funkce
na 0,97 mM méfenim Casové rozliSené fluorescence. Pro SDS byly hodnoty stanoveny stejné
jako s pouzitim pyrenu z minima funkce, a to na 8,95 mM pro stacionarni fluorescenci
ana 8,92 mM pro casoveé rozlisSenou fluorescenci. Tyto hodnoty jsou ovsem mnohem vyssi
V porovndni se stanovenim pomoci pyrenu. Hodnota kritické micelarni koncentrace
Tritonu X-100 stanovena z minima funkce na 0,24 mM pro stacionarni fluorescence odpovida
hodnoté z inflexniho bodu stanovené pomoci pyrenu. Hodnota uréena z Casové rozliSené
fluorescence na 0,22 mM byla stanovena z inflexniho bodu stejné jako pii méfeni s pyrenem.
Pro stanoveni kritické micelarni koncentrace vSech typt tenzida lze 1-naftol vyuzit. U tenzidd,
jejichz hodnota kritické micelarni koncentrace neni vysoka, odpovidd hodnota kritické
micelarni koncentrace minimu funkce a ne inflexnimu bodu jako v ptipadé pyrenu. U tenzida
S vys$i hodnotou kritické micelarni koncentrace odpovida, stejné¢ jako u pyrenu, hodnota
stanovena z minima funkce.

Me¢éftenim stacionarni fluorescence byly pozorovany zmény intenzity fluorescence aniontové
1 neutrdlni formy 1-naftolu. U kationtového tenzidu CTAB dochazelo s rostouci koncentraci
CTAB ke zvyseni intenzity fluorescence obou forem 1-naftolu, 1-naftol se nachazel ve Sternové
vrstvé a deprotonace nebyla potlacena natolik, aby dochézelo k pfevySeni intenzity aniontové
formy formou neutralni, obdobné jako u neutralniho Tritonu X-100. Oproti tomu u SDS byla
deprotonace s rostouci koncentraci SDS potlac¢ena, 1-naftol byl lokalizovan uvniti micel a po
kritické micelarni koncentraci k pfevySeni intenzit doSlo. Méfenim casové rozliSené
fluorescence byly spocteny rychlostni konstanty deprotonace. U vSech tii tenzidi byly pied
dosazenim kritické micelarni koncentrace pozorovany vysoké hodnoty rychlostni konstanty
deprotonace. Po dostatecné koncentraci tenzidt ve vzorcich dochazelo k solubilizaci 1-naftolu
do micel a u vSech tfi tenzidi je viditelny pokles rychlostnich konstant deprotonace.
Ve vzorcich za kritickou micelarni koncentraci uz hodnoty rychlostnich konstant neklesaly.

Dalsi sondou podstupujici pfenos protonu v excitovaném stavu byl HPTS. Méfenim
stacionarni i ¢asové rozliSené fluorescence bylo zjisténo, ze se z diivodu naboje na molekulach
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HPTS k micelam SDS ani Tritonu X-100 nevaze. Méfenim staciondrni fluorescence systému
HPTS s CTAB byla stanovena kriticka micelarni koncentrace na 0,97 mM z inflexniho bodu
funkce stejné jako u meéfeni s pyrenem. Hodnota stanovena méfenim casové rozliSené
fluorescence byla stanovena z maxima funkce na 0,78 mM, cozZ je oproti skute¢né hodnoté
mnohem niz§i hodnota. HPTS tedy mtize byt jako sonda vyuzita pro stanoveni kritické
micelarni koncentrace, ale pouze kationtovych tenzidl, méfenim stacionarni fluorescence
Z inflexniho bodu obdobn¢ jako v ptipadé pyrenu.

Pied dosazenim kritické micelarni koncentrace byla intenzita aniontové formy HPTS
mnohem vyssi nez intenzita neutralni formy HPTS. Kolem této koncentrace CTAB dochazelo
ke zlomu a za kritickou micelarni koncentraci byla mnohem vyssi intenzita neutralni formy
HPTS, takze vétSina molekul sondy byla solubilizovana uvnitt micel. Méfenim ¢asove rozlisené
fluorescence HPTS byly stanoveny rychlostni konstanty deprotonace. U vzorku s tenzidy SDS
a Tritonem X-100 jsou hodnoty rychlostnich konstant deprotonace neli$i a odpovidaji
hodnotam u CTAB pied dosazenim kritické micelarni koncentrace, ¢imz bylo opét potvrzeno,
ze se HPTS k témto tenzidlim nevaZze a deprotonace neni ni¢im potlacena. Rychlostni konstanty
deprotonace HPTS s CTAB vykazuji stejny trend jako u 1-naftolu, tedy konstantni hodnoty
pred kritickou micelarni koncentraci, poté snizeni hodnot rychlostnich konstant potlacenim
deprotonace a za kritickou micelarni koncentraci opét konstantni hodnoty rychlostnich konstant
deprotonace.

Posledni zkoumanou sondou byla 3HNA, ktera na rozdil od 1-naftolu a HPTS podstupuje
intramolekularni pfenos protonu v excitovaném stavu. Méfenim stacionarni fluorescence byl
pozorovan linearni vzrist ESIPT emise 3HNA s rostouci koncentraci CTAB. U Tritonu X-100
za kritickou micelarni koncentraci k vzristu ESIPT emise 3HNA dochazelo, nicméné ne tak
viditelné jako v pfipadé CTAB. V systému s SDS byla intenzita ESIPT emise 3HNA beze
zmény, 3HNA s SDS nevykazuje Zadné vzajemné interakce. K obdobnym zavérim spéje
i Casove rozlisené méfeni. Doba zivota volné 3HNA byla stanovena na 1,6 ns. V systému
S CTAB dochazelo k interakcim 3HNA a ke vzrlstu primérné doby zivot. U Tritonu X-100
dochazelo ke zvySeni primérné doby Zivota az za kritickou micelarni koncentraci. Hodnota
doby Zivota 3HNA v systému s SDS odpovida ve vSech vzorcich samotné 3HNA, coZ opét
znali, ze zde nedochazelo k interakcim 3HNA s SDS. Vzhledem Kk prudkému vzristu jak
intenzit, tak dob Zivota 3HNA v systétmu s CTAB a témét Zadnych rozdilu v intenzitach
a dobach zivota 3HNA v systému s SDS a Tritonem X-100 neni 3HNA vhodnou sondou pro
ur¢ovani kritické miceldrni koncentrace.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PAL
CTAB
CMC
EmPI
ESPT
ROH
RO~
ESIPT
3HNA
HPTS
CAC
CFD
TAC
PGA
ADC
TCSPC
So

St

Sz

T1

O

NF

N

I

lo

T

A

y

X

A

Az

Xo

AX
(Xeme)1
(Xcme)2
(Xcme)3
A
B
kROH
k .
Kor

M

F

povrchové aktivni latka
cetyltrimethylamonium bromid
kritickd micelarni koncentrace
emisni polaritni index

pfenos protonu v excitovaném stavu
neutralni forma sondy

aniontova forma sondy
intramolekularni pfenos protonu v excitovaném stavu
3-hydroxy-2-naftolova kyselina
8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat
kritickd agregacni koncentrace
constant function discriminator
time-to-amplitude converter
programmable gain amplifier
analog-to-digital converter
time-correlated single photon counting
zékladni singletova hladina

prvni excitovana singletova hladina
druhé excitovana singletova hladina
prvni tripletovy stav

kvantovy vytézek fluorescence

pocet soustavou vyzatrenych kvant

pocet zatfivych kvant absorbovanych soustavou
intenzita fluorescence

intenzita fluorescence v ¢ase t = 0

doba zivota fluoroforu

vlnova délka

pomeér intenzit prvniho a tfettho maxima
celkova koncentrace tenzidu

maximum funkce

minimum funkce

inflexni bod sigmoidni kiivky

gradient

hodnota CMC v inflexnim bodé funkce
hodnota CMC v minimu funkce
hodnota CMC v maximu funkce

fitovaci parametr

pfedexponencialni funkce, relativni zastoupeni doby Zivota

rychlostni konstanta neutralni formy sondy
rychlostni konstanta aniontové formy sondy
rychlostni konstanta pfenosu protonu
mol-dm™3

instrument response function
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9 PRILOHY

Piiloha 1 Zavislost intenzity neutrdlni (350 nm) a aniontové (450 nm) formy 1-naftolu
na koncentraci SDS. Osa X je Vv logaritmickém méritku.
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Piiloha 2 Zavislost intenzity neutrdlni (350 nm) a aniontové (450 nm) formy I-naftolu
na koncentraci Tritonu X-100. Osa x je v logaritmickém méritku.
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Priloha 3 Zadvislost intenzity neutrdlni (420 nm) a aniontové (520 nm) formy HPTS
na koncentraci SDS. Osa X je Vv logaritmickém méritku.
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Piiloha 4 Zavislost intenzity neutralni (420 nm) a aniontové (520 nm) formy HPTS
na koncentraci Tritonu X-100. Osa x je v logaritmickém méritku.
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Priloha 5 Zavislost intenzity neutralni (420 m) formy HPTS na koncentraci tenzidit CTAB, SDS
a Tritonu X-100. Osa x je Vv logaritmickém méritku.
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Priloha 6 Doby zZivota 3HNA (71, 12), jejich relativni zastoupeni (B1, B2) prumérnd doba zivota
3HNA (7) v systému s CTAB.
Vzorek c [M] 71 [s] B1 [%0] T2 [S] B2 [%0] T [ns]
0 0 1,64E-09 100 - - 1,64
1 2,00E-04 | 2,48E-09 16,11 4,81E-09 83,89 4,44
2 4,00E-04 | 2,54E-09 13,63 4,98E-09 86,37 4,64
3 6,00E-04 | 2,53E-09 11,09 5,07E-09 88,91 4,79
4 7,00E-04 | 2,46E-09 9,40 5,10E-09 90,60 4,85
5 7,50E-04 | 2,56E-09 7,76 5,12E-09 92,24 4,92
6 8,00E-04 | 1,96E-09 7,15 5,13E-09 92,85 4,91
7 8,50E-04 | 2,23E-09 5,60 5,14E-09 94,40 4,98
8 9,00E-04 | 2,41E-09 5,49 5,14E-09 94,51 4,99
9 9,50E-04 | 2,52E-09 5,20 5,19E-09 94,80 5,05
10 1,00E-03 | 2,37E-09 5,06 5,19E-09 94,94 5,04
11 1,10E-03 | 2,52E-09 4,52 5,43E-09 95,48 5,30
12 1,20E-03 | 2,72E-09 4,09 5,43E-09 95,91 5,32
13 2,00E-03 | 2,52E-09 3,20 5,48E-09 96,80 5,38
14 4,00E-03 | 2,40E-09 2,74 5,51E-09 97,26 5,43
15 6,00E-03 | 2,41E-09 1,47 5,55E-09 98,53 5,50
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Piiloha 7 Doby Zivota 3HNA (11, ©2), jejich relativni zastoupeni (B1, Bz) primérna doba Zivota

3HNA (7) v systému s SDS.
Vzorek ¢ [M] 71 [s] B1 [%0] T2 [S] B2 [%0] 7 [ns]
0 0 1,62E-09 100 - - 1,62
1 2,00E-03 | 1,66E-09 100 - - 1,66
2 4,00E-03 | 1,61E-09 100 - - 1,61
3 6,00E-03 | 1,62E-09 100 - - 1,62
4 6,50E-03 | 1,64E-09 100 - - 1,64
5 7,00E-03 | 1,62E-09 100 - - 1,62
6 7,50E-03 | 1,61E-09 100 - - 1,61
7 8,00E-03 | 1,63E-09 100 - - 1,63
8 8,50E-03 | 1,63E-09 100 - - 1,63
9 9,00E-03 | 1,63E-09 100 - - 1,63
10 9,50E-03 | 1,62E-09 100 - - 1,62
11 1,00E-02 | 1,60E-09 100 - - 1,60
12 1,10E-02 | 1,63E-09 100 - - 1,63
13 1,20E-02 | 1,62E-09 100 - - 1,62
14 2,00E-02 | 1,61E-09 100 - - 1,61
15 4,00E-02 | 1,64E-09 100 - - 1,64

Piiloha 8 Doby Zivota 3HNA (11, 12), jejich relativni zastoupeni (B1, Bz) priimérna doba Zivota
3HNA (7) v systému s Tritonem X-100.

Vzorek c [M] 71 [S] B1 [%0] 72 [5] B2 [%0] 7 [ns]
0 0 1,62E-09 100,00 - - 1,62
1 5,00E-05 | 1,62E-09 100,00 - - 1,62
2 1,00E-04 1,66E-09 95,53 6,71E-10 4,47 1,61
3 2,00E-04 | 1,65E-09 95,27 6,78E-10 4,73 1,60
4 2,10E-04 | 1,63E-09 94,84 6,84E-10 5,16 1,58
5 2,15E-04 | 1,67E-09 94,84 6,90E-10 5,16 1,62
6 2,20E-04 1,61E-09 94,60 7,18E-10 5,40 1,57
7 2,25E-04 | 1,70E-09 92,71 7,22E-10 7,29 1,63
8 2,30E-04 | 1,64E-09 92,45 7,33E-10 7,55 1,57
9 2,35E-04 | 1,66E-09 91,77 8,11E-10 8,23 1,59
10 2,40E-04 | 1,67E-09 91,57 8,18E-10 8,43 1,60
11 2,45E-04 | 1,64E-09 88,66 9,92E-10 11,34 1,57
12 2,50E-04 | 1,64E-09 86,84 1,16E-09 13,16 1,58
13 3,00E-04 | 1,88E-09 68,21 1,42E-09 31,79 1,73
14 3,50E-04 | 2,20E-09 33,53 1,50E-09 66,47 1,73
15 4,00E-04 | 3,48E-09 21,77 2,79E-09 78,23 2,94
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