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ABSTRAKT 

Tato rešeršní práce popisuje možnosti využití fluorescenčních sond v charakterizaci 

termoplastů. Práce je rozdělena na čtyři základní části, a to úvod do problematiky fotolu-

miniscenční  spektroskopie, příklady nejznámějších sond a jejich využití, dále aplikaci 

fluorescenční sondy v charakterizaci termoplastů, jejichž popis je rozdělen podle chemic-

kého složení a podle účelu charakterizace. Poslední část obsahuje popis přístrojového vy-

bavení UTB, potřebného pro charakterizaci polymerních matric pomocí fluorescenčních 

sond. 
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ABSTRACT 

This thesis describes the possibility of fluorescent probes application in characteri-

zation of thermoplastic materials. The work is divided into four main parts, namely an in-

troduction to the photoluminescence spectroscopy, the best known examples of probes and 

their use as fluorescent probes in the characterization of thermoplastics material. The topic 

is organised according to their chemical composition and by fiction of characterization. 

The last section contains a description of the instrumentation at UTB which is available for 

characterization of polymer matrices using fluorescent probes. 
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1 ÚVOD 

Polymerní materiály v dnešní době nalézají uplatnění v celé řadě lidských činností, a 

proto je také snaha ke zvýšení efektivnosti a zlevnění výroby polymeru. Velmi časté je 

úsilí o nahrazení klasických materiálů novými, levnějšími polymerními materiály se stej-

nými, nebo lepšími, vlastnostmi, což vyžaduje rozsáhlý výzkum a vývoj v oblasti polyme-

rů. Mezi mnohými metodami studia polymerních materiálů pak vyniká fluorescenční spek-

troskopie, která umožňuje zkoumat vlastnosti polymerů nedestruktivně, efektivně a 

s možností sledovat změny chování v čase. 

Roku 1852 položil základy fluorescenční spektrometrie sir George Gabriel Stokes. 

Název fluorescence byl odvozen od minerálu fluoritu (fluorid vápenatý). Jev fluorescence 

má mnoho praktických využití v mineralogii, fluorescenční spektroskopii, používá se fluo-

rescenční značení, biologické detektory atd. V této práci je však hlavním předmětem zájmu 

fluorescenční spektroskopie, především pak fluorescenční sondy. V práci je popsáno, zda a 

jak lze s pomocí fluorescenčních sond charakterizovat, studovat a analyzovat termoplasty. 

Text této rešeršní práce je rozvržen do čtyř bloků. Úkolem prvního bloku je popsat zá-

kladních pojmů souvisejících s fluorescencí a fluorescenční spektroskopii, a dále ukázat 

nejen principy vzniku tohoto jevu, ale také principy zhášení fluorescence. Druhý blok je 

pak věnován samotné technice měření fluorescence a fluorescenčních sond v polymerních 

matricích. Na příkladech jsou ukázány klasický výstup z měření i některé zajímavé či veli-

ce rozšířené sondy, využívající se nejen v termoplastech. Fluorescenční sondy pro charak-

terizaci termoplastických materiálů jsou předmětem třetího bloku. Ten je rozdělen na dvě 

části, první se zaobírá fluorescenčními sondami založenými na stejné bázi (s podobným 

chemickým složením) a ukazuje různé chování těchto sond za stejných podmínek. Druhá 

část je poté vyhrazena nejdůležitějším množnostem využití fluorescenčních sond pro cha-

rakterizaci termoplastů a je rozdělena podle typických vlastností, k jejichž charakterizaci se 

sondy používají. Poslední blok textu práce pak popisuje přístrojové vybavení Univerzity 

Tomáše Bati, které je použitelné k měření fluorescence. 
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2 POPIS PRINCIPU FLOUROMETRIE 

2.1 Absorpční spektrometrie v UV/VIS oblasti 

 Základní kámen molekulární absorpční spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné 

oblasti spektra položil již okolo roku 1670 britský vědec sir Isaac Newton. Isaac Newton 

objevil, že světlo, takové jak ho vidíme, se skládá ze spektra barev. Od fialové barvy po 

červenou. UV/VIS spektrofotometrie umožňuje na základě průchodu světla látkou napří-

klad identifikaci měřeného vzorku, nebo také určení složení absorbujících komponentů. 

 Analytické metody založené na absorpční spektroskopii patří svou historií mezi 

nejmladší fyzikálně-chemické metody. I když absorpční čáry ve slunečním spektru pozoro-

val již Wolaston v r. 1802 (volné atomy v chladnějším plynném obalu absorbují některé 

vlnové délky spojitého záření, které slunce vysílá), první analytický atomový absorpční 

spektrometr sestrojil až v roce 1953 Walsh.[1] 

2.1.1 Princip absorpční spektrofotometrie v UV/VIS oblasti 

Absorpční spektrofotometrie v UV/VIS měří absorpci záření v ultrafialové (UV) a 

viditelné (VIS) oblasti světelného spektra při průchodu vzorkem. Při interakci molekuly se 

zářením dochází k energetickým změnám v elektronových orbitalech. Elektrony jsou exci-

továny ze základních do vyšších energetických hladin energií fotonu daného záření. Oblast 

molekuly, ve které jsou lokalizovány elektronové přechody v průběhu absorpce záření, 

označujeme jako chromofor. Chromoforem může být například hydratovaný kation, kom-

plex nebo seskupení atomů v organické molekule. 

2.1.2 Základní veličiny 

Pro hodnocení velikosti absorpce se využívá měření propustnosti a odvozených veli-

čin, nejčastěji absorbance.[2] Je však nutno brát v úvahu, že záření vstupující do hmotného 

prostředí může být tímto prostředím nejen absorbována a část záření je propuštěna, ale část 

může být také rozptýlena nebo odražena.[3] 

Při měření absorpce záření je propustnost T (transmitance) definována poměrem to-

ku monochromatického záření propuštěného látkou po absorpci Φ k toku vystupujícího 

záření Φ0[2]: 

ܶ = ః
ఃబ

  (1) 
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Absorptance α je vyjádřením podílu toku absorbovaného monochromatického záření 

k toku záření vystupujícího[2]: 

ߙ = ఃబିః
ఃబ

= 1 − ܶ (2) 

Hodnoty propustnosti i absorptance se často uvádějí v %. 

Absorbance A je definována pro uvedené toky monochromatického záření jako[2]: 

ܣ = log ః
ఃబ
= − logܶ (3) 

 Pro vyhodnocení se používá některá z výše uvedených veličin (nejčastěji absorban-

ce, případně transmitance) v závislosti na vlnové délce záření, nebo na její reciproké hod-

notě, označované jako vlnočet. Takováto závislost je poté označována jako absorpční spek-

trum. Oblasti extrémních bodů na křivce mají obvykle Gaussovský průběh, který odpovídá 

typickým elektronovým přechodům v molekule. Větší počet extrémních bodů na absorpční 

křivce je důkazem většího počtu elektronových přechodů v absorbující molekule, pokud 

jsou dostatečně rozlišeny. To značí existenci většího počtu struktur téže látky, případně 

izotopů jednoho prvku, nebo většího počtu různých absorbujících analytů v roztoku za 

daných podmínek. Na absorpční křivky mají vliv různé faktory. Například zvýšení teploty 

posouvá λmax k delším vlnovým délkám. Vysoká koncentrace inertních solí mění tvar ab-

sorpčních spekter. Dalšími faktory, které mají vliv na absorpční spektra, jsou: vliv tenzidů, 

rozpouštědla a instrumentální vlivy.[4, 5, 6] 

2.2 Luminiscenční spektrometrie 

2.2.1 Fotoluminiscence 

Fotoluminiscence je děj, při kterém dochází k emisi sekundárního záření 

z excitovaných elektronů v molekule. Při absorpci záření přechází elektron ze singletové 

hladiny S0 do excitovaného stavu (singlet S1). Obecně se elektronové stavy dělí na single-

tové a tripletové. Singletový stav je charakteristický opačným (antiparalelním) spinem 

dvojce excitovaných elektronů, zatím co tripletový stav se vyznačuje stejným (paralelním) 

spinem, potom podle způsobu, z jakého stavu se excitované elektrony vrací do původního, 

dělíme fotoluminiscenci na fluorescenci, ta probíhá přes singletový stav, a fosforescenci, 

při které se elektrony navrací přes triplet. Viz obr. 1.[7] 
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Obrázek 1 znázornění spinů u základního singletového stavu a u excitovaného 

 singletového a tripletového stavu [8] 

 

2.2.1.1 Fluorescence 

Termín fluorescence poprvé publikoval v článku The phenomenon fluorescence v ro-

ce 1852 George Gabriel Stokesem.[9] Název fluorescence byl odvozen z názvu minerálu 

fluoritu (fluorid vápenatý), který emitoval modrou fluorescenci. 

Po absorpci záření se excitovaná molekula navrací do základního stavu za současné-

ho vyzáření fotonu. Tento přechod se nazývá zářivý přechod. Jedním z typů zářivého pře-

chodu je přechod elektronu z excitovaného stavu S1 do základního stavu S0 a tento jev se 

nazývá fluorescence. Elektron se může zářivě vrátit do základního stavu zpravidla z nej-

nižší vibrační hladiny. Pokud se excitovaný elektron nacházel v některé z vyšších vibrač-

ních hladin, přechází do nejnižší vibrační hladiny přechodem, který je označován jako 

vnitřní konverze, nebo vibrační relaxace, což je nezářivý přechod. Excitovaný elektron, 

který přešel do tripletového stavu, se může přísunem energie znovu dostat do singletového 

stavu S1. Ze stavu S1 se elektron vrací do základního stavu S0 za současného vyzáření foto-

nu, poté je možné pozorovat takzvanou zpožděnou fluorescenci (Obr. 2). [7] 

2.2.1.2 Fosforescence 

Je možné, že proběhne nezářivý přechod ze singletového stavu S1 na hladinu T1, kdy 

je přechod spojen se změnou spinu excitovaného elektronu. Tento děj se nazývá mezisys-

témový přechod a většinou k němu dochází, pokud se překrývají nejnižší vibrační hladiny 

singletového stavu s vyššími hladinami tripletového stavu. Z tripletového stavu T1 se exci-

tovaný elektron navrací do základního stavu S0 za současné ztráty energie ve formě fotonu 
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a změny spinu elektronu. Tento děj se nazývá fosforescence. Tripletový stav molekuly má 

nižší energii než příslušný singletový excitovaný stav, takže přechod do základního stavu 

je spojen s emisí záření o delší vlnové délce než při fluorescenci. Protože molekula setrvá-

vá v tripletovém stavu poměrně dlouho (10-3 až 102 s), může ztratit svou energii snáze ji-

nými pochody než fosforescencí, např. kolizí s molekulami rozpouštědla.[7] 

2.2.2 Trvání luminiscence 

Luminiscenční zářivý tok roste s množstvím absorbovaného záření, kvantovým vý-

těžkem luminiscence (tj. poměrem udávajícím počet emitovaných fotonů a absorbovaných 

fotonů). Luminiscenci nepříznivě ovlivňuje vyšší teplota, která zvyšuje pravděpodobnost 

nezářivých přechodů.[10] 

I po přerušení budícího záření lze měřit fluorescenci i fosforescenci. Tato doba je pro 

oba jevy odlišná fluorescence, která se vyskytuje hlavně v parách, kapalinách a roztocích. 

Trvá 10-9 až 10-7 s po ukončení osvětlování, kdežto fosforescence trvá 10-3 až 102 s. Někte-

rá literatura však uvádí pro fosforescenci dobu několika hodin, popřípadě i dní od ukončení 

osvětlování.[7, 11] 

 

2.2.3 Jabłonskiho diagram 

Tento diagram zobrazuje jakými přechody, zářivými i nezářivými, se muže fotonem 

excitovaný elektron vrátit na původní energetickou hladinu. V tomto diagramu jsou uvede-

ny následující symboly: S0 – označuje základní singletový stav; S1 a S2 – označují první a 

druhý excitovaný singletový stav; T1, T2 a T3 – jsou symboly označující první, druhý a třetí 

excitovaný tripletový stav. Vodorovné čáry znázorňují jednotlivé energie vibrační hladiny. 

Rovnými šipkami jsou poté znázorněny zářivé přechody, při nichž se buď absorbuje, nebo 

naopak vyzařuje foton a zvlněné šipky pak znázorňují nezářivé přechody elektronu.[8] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 15 
 

 

Obrázek 2 Jablonskiho diagram, základní pojmy jsou uvedeny výše v textu, podle [7] 

 

2.2.4 Emisní a Excitační spektra 

Emisní a excitační spektra jsou zaznamenávána pomocí spektrofluorimetru. Emisní 

spektrum je závislost intenzity fluorescence na vlnové délce (nebo energii, vlnočtu či frek-

venci) při konstantní vlnové délce budícího záření. Zatím co excitační spektrum je závis-

lost intenzity fluorescence na vlnové délce (nebo energii, vlnočtu či frekvenci) při kon-

stantní vlnové délce emitovaného záření.[4] 

2.2.4.1 Emisní spektrum 

Emisní spektrum je v různém výtěžku excitováno kteroukoliv vlnovou délkou v ob-

lasti excitačního spektra a je ovlivněno různou citlivostí detektoru v závislosti na vlnové 

délce. Existují 3 druhy emisních spekter[10]: 

A) Atomová (čárová) spektra: 

Jsou emitována volnými atomy v plynném stavu. Kovy emitují čáry ve viditel-

né spektrální oblasti (vlivem nízkého ionizačního potenciálu). Charakteristickým 

příkladem jsou zářící páry sodíku, kde je možno pozorovat dvojici (tzv. dublet) 

spektrálních čar žluté barvy o vlnových délkách 589 nm a 589,6 nm.  
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Zatím co nekovy emitují čáry v ultrafialové oblasti pod 200 nm (vlivem vysokého 

ionizačního potenciálu). 

 

B) Molekulová (pásová) spektra: 

Skládají se z mnoha blízko sebe umístěných čar, které splývají v pásy. Tento 

typ spekter se využívá právě pro měření využívající fluorescenčních sond.  

 

C) Kontinuální spektra: 

Vyzařují je pevné, kapalné i plynné látky. Vyzařování je rozděleno nepřetržitě 
na celý rozsah vlnových délek. Toto rozdělení je závislé na teplotě. 

 

2.2.4.2 Excitační spektrum 

Excitační spektrum je v podstatě zjednodušené absorpční spektrum analytu, protože 

jen některá absorpční maxima vyvolávají fluorescenci. Intenzita excitačního maxima je 

totožná s intenzitou absorpčního maxima, při konstantní intenzitě emise zdroje v daném 

rozsahu vlnových délek.[5] 

2.2.5 Zhášení fluorescence 

Zhášení fluorescence představuje jakýkoli proces, který snižuje kvantový výtěžek 

fluorescence bez změny fluorescenčního emisního spektra. Zhášení, které vychází z koliz-

ních střetů mezi molekulami fluoroforu (látka schopná fluorescence) a zhášeče (jakákoli 

látka schopná snížit intenzitu fluorescence), se nazývá dynamické zhášení. Jestliže se mo-

lekuly fluoroforu váží na molekuly zhášeče, je toto zhášení nazýváno jako statické. Zháše-

ní všeobecně bylo a je intenzivně studováno v souvislosti s biochemickými systémy (pře-

devším kvůli molekulárním interakcím v biologickém systému), které mají za následek 

zhášení, což vede například ke zjištění vaznosti mezi molekulami. 

V případě dynamického zhášení musí zhášeč difundovat ke fluoroforu během do-

by, ve které se molekula fluoroforu vyskytuje v excitovaném stavu. Při kontaktu se fluoro-

for vrací do základního stavu, ale bez emise fotonu. Při statickém zhášení se vytvoří kom-

plex mezi fluoroforem a zhášečem, který nefluoreskuje. U statického i dynamického zhá-

šení musí být fluorofor a zhášeč v kontaktu.  Samozhášení je zhášení fluoroforu jím sa-

motným. Nastává při jeho vysokých koncentracích. [4, 6] 
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Byly pozorovány tyto typy zhášení fluorescence[4, 5]: 

a) Koncentrační zhášení (samozhášení) fluorescence (Vavilov): 

Od určité mezní koncentrace c0 (prahová koncentrace analytu) dochází 

k poklesu kvantového výtěžku fluorescence (podíl počtu emitovaných fotonů a ab-

sorbovaných fotonů). Důsledkem jsou neelastické srážky excitovaných molekul s 

molekulami analytu v základním stavu (možná také asociace molekul). Molekuly 

analytu absorbují záření, ale neemitují. Energie je vyzářena formou tepelné energie. 

b) Vnitřní konverze molekul: 

V důsledku kolizí excitovaných molekul s neexcitovanými dochází ke ztrátě 

energie excitované molekuly na nezářivé přechody. Ztráty se zvyšují s rostoucí tep-

lotou. Dále ztráty závisí na koncentraci molekul, na viskozitě roztoku apod. 

c) Vnitřní filtrační efekt prvního druhu: 

 Detektor spektrofluorimetru detekuje emisi záření pouze z centrální části 

kyvety (z jejího středu). Než dopadající záření dosáhne středu kyvety, značná část 

dopadajícího záření je absorbována před dosažením centrální části kyvety. Tento 

efekt má za následek snížení intenzity fluorescence. 

d) Vnitřní filtrační efekt druhého druhu: 

Obsahuje-li roztok další chromofor, který absorbuje světlo při blízké vlnové 

délce jako fluoreskující produkt analytu, tak se chromofor chová jako filtr, který k 

produktu analytu propustí jen část dopadajícího emitujícího záření. 

e) Strukturní a konfigurační změny molekul: 

Převod molekuly do tripletového stavu (tvorba volného biradikálu 

s nepárovými elektrony, který je velmi reaktivní). Přechod na složitější sloučeniny 

(dimery). Vzniklé sloučeniny nemusí fluoreskovat. Při strukturní a konfigurační 

změně může excitovaná molekula přejít do základního stavu bez vyzáření nového 

záření. K tomu jsou náchylné látky s volnější strukturou, volně otáčivé části mole-

kul. Dochází k degradaci elektronové energie na vibrační energie. 

f) Vliv cizích iontů:  

Pokles kvantového výtěžku fluorescence v přítomnosti cizích iontů a látek. 

Stupeň zhášení roste s polarizovatelností respektive s deformabilitou, s rostoucí 

kovalentní charakteristikou. Nejčastější představitelé ze skupiny aniontů jsou na-

příklad halogenidy (F-, Cl-, Br-), případně organické skupiny ((COO)2-, NO3-, 
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SCN-). Mezi kationty poté můžeme zařadit kovy (Cu2+, Ni2+, Fe2+, Fe3+, Mn2+), a 

kationty s neobsazenými d-orbitaly (Hg2+, UO2+,Cr3+). Důsledkem je pohlcení elek-

tronu ze vzbuzené hladiny fluoreskujícího chelátu analytu v neobsazeném 

d-orbitalu, což má za následek znemožnění návratu excitovaného elektronu do zá-

kladní hladiny. 

 

 Tyto jevy je však nutno rozdělit na instrumentální efekty (vady), respektive nedo-

konalosti měření a na zhášení ve fyzikálním smyslu slova, tj. jako procesu, který způsobí, 

že po excitaci dojde k nezářivému přechodu místo zářivého. [6] 

 Mezi vady pak můžeme zařadit vnitřní filtrační efekt prvního a druhého druhu. 

Zbylé výše jmenované způsoby, pak řadíme do skupiny fyzikálního zhášení. 

2.3 Nevlastní fluorescence 

K látkám, které samy nemají schopnost fluoreskovat, se přidávají dodatečné  fluoro-

fory. Díky nevlastním fluoroforům vzniká nevlastní fluorescence. Pokud se fluorofor na 

studovaný vzorek váže kovalentně, nazýváme jej pak fluorescenční značkou. Pokud se 

váže nekovalentně, jedná se o fluorescenční sondu.[12] 

2.3.1 Fluorescenční značky 

Fluorescenční značky jsou nevlastní fluorofory, které se ke sledovaným biomoleku-

lám (proteinům, peptidům a jiným) váží kovalentní vazbou. Nejčastěji se používají k fluo-

rescenčnímu značení proteinů, kdy se kovalentně váží na jejich aminové, histidinové boční 

řetězce, thiolové skupiny, atd. Mají různé využití například v imunologii nebo v histoche-

mii.[12] 

2.3.2 Fluorescenční sondy 

Fluorescenční sondy jsou nevlastní fluorofory, které se ke sledované struktuře váží 

nekovalentně a často přitom mění své fotofyzikální vlastnosti. V závislosti na studovaném 

jevu (viskozita, polarita atd.) je pak nutné vybrat vhodnou fluorescenční sondu, která 

umožní získat potřebné informace. Volba fluorescenční sondy je nejdůležitější součástí ve 

fluorescenční spektroskopii. V současné době existuje velké množství fluorescenčních 

sond.[12] 
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2.4 Instrumentace 

Existují dva obecné typy přístrojů[3]: 

a) Flourimetry 

Tyto přístroje se používají pro pozorování či měření fotoluminiscence při dané vl-

nové délce. Vlnová délka emitujícího záření je nastavitelná pomocí speciálních fil-

trů. 

b) Spektroflourimetry 

Jsou to přístroje s monochromátory (mřížkou, či hranolem jako disperzním prv-

kem). Pomocí těchto přístrojů můžeme zaznamenávat celá luminiscenční spektra. 

   

Pro měření fluorescenčních sond budeme upřednostňovat tzv. dvoupaprskové spekt-

rometry, které lze korigovat na nestabilitu zdroje záření (nestejná intenzita budícího záření 

při různých vlnových délkách) a na nestejnou spektrální citlivost detektoru. Uspořádání 

přístroje je následující: světlo z budícího zdroje je přivedeno na monochromátor a odtud 

dopadá na vzorek. Mezi monochromátorem a vzorkem je poté vložen rozdělovač paprsku a 

pásový filtr, který přivádí v čase paprsek přes referenční vzorek (roztok referenčního fluo-

roforu s vysokým kvantovým výtěžkem) na detektor, kde se simultánně s měřením snímá i 

excitační spektrum reference a jeho intenzita. Po dopadu paprsku na vzorek se některé mo-

lekuly excitují a následně emitují fluorescenční záření. Toto fluorescenční záření je vyza-

řováno do všech směrů. Část jej prochází druhým emisním monochromátorem a dopadá na 

detektor. Emisní spektrum je měřeno pod uhlem 90° k paprskům dopadajícího světla, aby 

se minimalizoval vliv prošlého, nebo odraženého světla k detektoru. Často jsou tyto pří-

stroje, kromě těchto základních prvků, vybaveny také pomocnou optikou pro vedení záři-

vého toku a dalšími specifickými součástmi.[3, 6, 13] 

Jako zdroj záření je možno použít vodíkovou výbojku pro oblast blízkého UV. Pro 

vyšší intenzitu se však používá výbojka rtuťová. Xenonová výbojka pak poskytuje spojité 

záření v UV i viditelné oblasti spektra.[3, 6] 

Samotné měření se poté provádí nejčastěji v kyvetách s předem známou tloušťkou 

vzorku. Základní podmínkou pak je, aby daný materiál, ze kterého je kyveta vyrobena, 

neabsorboval záření ve sledovaném vlnovém rozsahu.[3]  

Pro neprůhledné či vysoce zakalené vzorky existuje možnost měřit fluorescenci 

z přední strany.[14] 
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Obrázek 3 Schéma dvoupaprskového spektrometru. (1) zdroj světla, xenonová ob-

louková lampa; (2) excitační monochromátor; (3) uzávěrka; (4) držák filtru; (5) 

rozdělovač paprsku; (6) polarizátor; (7) komora se vzorkem; (8) korekční detek-

tor; (9) emisní monochromátor; (10) emisní detektor; (11) kontrola monochromá-

toru a počítač s následnou ukázkou výstupu [6]. 

2.5 Charakteristický výstup  

2.5.1 Základní vztahy 

Energetický výtěžek fluorescence χ, což je poměr mezi energií emitovanou (Eem) a 

energií absorbovanou (Eabs), slouží k hodnocení intenzity fluorescence [3].  

߯ = ா೐೘
ாೌ್ೞ

 (4) 
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Jako odvozená veličina se poté uvádí kvantový výtěžek fluorescence φF, který je 

definován poměrem počtu vyzářených kvant (Nem), ku počtu kvant absorbovaných sousta-

vou (Nabs) [3]. 

߮ி =
ே೐೘
ேೌ್ೞ

 (5) 

Vztah mezi těmito veličinami je pak následovný [3]: 

߯ = ఒ೐೘
ఒೌ್ೞ

߮ி (6) 

2.5.2 Emisní a excitační spektra 

Jak bylo uvedeno výše, pro měření pomocí fluorescenčních sond využíváme moleku-

lová spektra. Fluorescenční emisní spektrum je vyjádřeno jako závislost intenzity zářivého 

toku fluorescenčního záření φF na vlnové délce λ případně na její reciproké hodnotě zvané 

vlnočet ν, při konstantní vlnové délce excitace. Zpravidla jde o téměř zrcadlový obraz ab-

sorpčního spektra, ale je posunuto k delším vlnovým délkám. Nejčastěji se jedná o jedno-

duchou křivku s maximem při vyšších vlnových délkách, než je vlnová délka excitace. Pro 

měření excitačního spektra postupujeme tak, že měníme vlnovou délku excitace při kon-

stantní vlnové délce emise [3, 13]. 
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3 FLUORESCENČNÍ SONDY 

Fluorescenční sondy jsou látky vážící se v materiálu nekovalentními vazbami. Použí-

vají se na výzkum látek neschopných vlastní (intrinsické) fluorescence. Existuje nepřeber-

né množství specifických fluorescenčních sond, např. viskozitní sondy, pH sondy, chemic-

ky průzkumné sondy pro stanovení iontu, oxygen sondy pro stanovení kyslíku uvnitř látek 

a mnohé další aplikace. Z tohoto důvodu je velmi důležité zvolit správnou fluorescenční 

sondu pro daný systém polymer - sonda. [6, 15] 

3.1 Příklady nejvýznamnějších fluorescenčních sond 

3.1.1 Akridinová oranž 

Akridinová oranž, nebo také 3,6-bis(dimethylamino)akridin (Obr. 4) je kationaktiv-

ní fluorescenční sonda vyznačující se snadnou rozpustností ve vodě. Je schopná reagovat 

s přírodními polymery jako například DNA a RNA. Převážně schopnost reagovat s DNA a 

RNA je důvodem zájmu o tuto sondu [16]. Samotná DNA ani RNA nefluoreskují. Pokud 

se ke šroubovicím přimísí akridinová oranž, pak se tato sonda na šroubovice naváže neko-

valentní vazbou a dochází u této sondy ke změnám v absorpční a fluorescenční části spekt-

ra. Pokud se akridinová oranž naváže na DNA, emituje zelenou fluorescenci při 530 nm. 

Pokud se však naváže na RNA, emituje červenou fluorescenci při 640 nm [17]. 

 

Obrázek 4 3,6-bis(dimethylamino)akridin [10] 

 

 Ve zředěných roztocích existuje akridinová oranž pouze jako monomer. Pokud je 

ale koncentrace této sondy vyšší než 2.10-5 mol.dm-3, dochází k agregaci monomeru na 

dimer[18]. Tvorba dimeru způsobuje zhášení fluorescence monomeru, ale i dimer je 

schopný fluorescence, avšak jeho intenzita bude o mnoho nižší než intenzita monomeru 
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samotného. Důkazem tvorby dimeru jsou absorpční spektra akridinové oranže (obrázek 5). 

Monomer má absorpční maximum při 490 nm a dimer má absorpční maximum při 465 nm. 

S rostoucí koncentrací dimeru, klesá absorpční maximum monomeru a absorpční maxi-

mum dimeru se naopak zvyšuje. Dalším důkazem agregace monomeru na dimer jsou její 

fluorescenční spektra. S rostoucí koncentrací sondy roste intenzita fluorescence až do chví-

le agregace monomeru. Jakmile se začne tvořit dimer, intenzita fluorescence prudce klesá. 

Akridinová oranž se používá pro výzkum interakcí polymer – sonda a sonda – son-

da v biopolymerech a v syntetických polyelektrolytech. Vazba sondy na polyelektrolyt 

může poskytnout mnoho informací o chemické a fyzikální podstatě vazných míst polyme-

ru a o uspořádání řetězce polymeru [19]. 

 

 

Obrázek 5 zavislost absorbance na vlnové délce pro roztoky akridinové oranže v 1 % roz-

toku hexamethylentetraminu, při koncentracích: 1) 1,2.10-6 mol/l 2) 4,0.10-6 mol/l 3) 

2,0.10-5 mol/l 4) 5,0.10-5 mol/l 5) 8,0.10-5 mol/l [18]  
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3.1.2 MQAE 

Velmi často se objevuje potřeba spektroskopicky zjistit přítomnost substituentů, ja-

ko jsou ionty Cl-, Ca2+, nebo Na+. Pro tento účel existují tzv. chemicky senzitivní sondy. 

Pro stanovení Cl- lze použít sondu MQAE, N - (Etoxykarbonylmethyl) - 6 - metoxyquino-

linium bromid. Pokud zkoumaný roztok, případně polymerní matrice, obsahuje chloridové 

ionty, pak je tato sonda kolizně zhášena. Tato sonda je vhodná pro sledování transportu, 

nebo průběhu substituce chloridových iontů. Koncentrace chloridových iontů je poté mož-

no určit pomocí Stern-Volmerovy rovnice, která je založena na snížení intenzity fluores-

cence právě kolizním zhášením.[6] 

 

 

 

Obrázek 6 sonda MQAE, N - (Ethoxycarbonylmethyl) - 6 - methoxyquinolinium 

bromid [6] 

 

3.1.3 Krystalová violeť 

Tato chemická sloučenina, sloužící jako viskozitní sonda, patří do skupiny trifenyl 

metylenových barviv. Nejčastěji se tato látka vyskytuje v chromatickém stavu, přesto může 

být snadno převedena na tzv. leuco (bezbarvou) formu. V současnosti jsou někteří členové 

této skupiny spojováni se zvýšeným rizikem vzniku rakoviny. [20]  

Látky, používající se jako viskozitní sondy, musí splňovat dva základní předpokla-

dy. Prvním předpokladem je, že látka je schopná emitovat fluorescenci, a druhým předpo-

kladem je existence viskozitně citlivé části, která je schopná rotace. Zvýšení viskozity poté 

brání rotaci částí molekuly a tím i nezářivým de-excitačním přechodům, ve prospěch zvý-

šení intenzity fluorescence. [21] 
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Obrázek 7 krystalová violeť, 4-[(4-dimethylaminophenyl)-phenyl-methyl]-N,N-

dimethyl-aniline [20] 
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4 FLUORESCENČNÍ SONDY PRO CHARAKTERIZACI 

TERMOPLASTŮ 

Použití fluorescenčních sond poskytuje široký potenciál pro studium a charakterizaci 

termoplastů. Využití naleznou především při sledování průběhu polymerace, kdy se pomo-

cí viskozitních fluorescenčních sond dá sledovat stupeň konverze daného polymeru. Po-

mocí chemicky specifických sond je poté možné sledovat substituční reakce. Sledovaným 

parametrem je poté především zhášení fluorescence. 

Díky vysoké citlivosti fluorescenční spektroskopie je možno stanovit i velmi nízké 

koncentrace doplňkových látek (stabilizátory, změkčovadla atd.) a to jak kvantitativně tak i 

kvalitativně.[22] 

4.1 Fluorescenční sondy podle chemického složení 

Existuje předpoklad, že pokud je látka schopná vlastní fluorescence a je použitelná ja-

ko fluorescenční sonda, poté i některé její deriváty mohou vykazovat podobné vlastnosti. 

Řada výzkumů se proto provádí vyšetřováním dané fluorescenční sondy a jejich derivátu, a 

hledá se nejsilnější závislosti dané sondy (intenzita, zhášení, posun fluorescenčního emis-

ního maxima atd.) na studovaném jevu.[23, 24, 25] 

4.1.1 Fluorescenční sondy založené na 1,8-naftalenimidu 

V roce 1997 provedl výzkum těchto fluorescenčních sond profesor Pavol Hrdlovič ze 

Slovenské Akademie věd. Multifunkční fluorescenční sondy s rozdílnou strukturou jsou 

používány pro monitorování fotofyzikálních a fotochemických procesů v různorodých pro-

středích. Konečným cílem tohoto výzkumu bylo zjistit chování jednotlivých sond v poly-

merních matricích, a parametry, které vykazují silné závislosti na mediu využít jako senzo-

ry. Výhody, které fluorescenční techniky přináší, jsou především vysoká citlivost, jedno-

duchá detekce a snadné kvantitativní vyhodnocení.[23] 

Chování sond založených na 1,8-naftalenimidu, bylo referenčně zkoumáno proti 

standardu, antracénu. Dobrá rozpustnost v rozpouštědlech různé polarity, dobrá kompatibi-

lita s polymerní matrici, absorpce a emise ve stejné oblasti jako studované sondy, dostup-

nost ve vysoké čistotě, a malý nebo žádný vliv na spektrální vlastnosti média, byly hlavní 

důvody, proč byl antracén jako reference zvolen. Na obrázku 8 je poté vyobrazeno všech 

osm zkoumaných sond. Dané sondy byly zkoumány v polymerních matricích polystyrenu 
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(PS), Polymethylmethakrylát (PMMA), polyvinylchloridu (PVC) a izotaktického polypro-

pylénu (iPP). [23] 

Pro měření vlivu media na spektrální analýzu molekul plniva se obecně zavádí před-

poklad, že solvatace látky v polymerní matrici je podobná jako u nízkomolekulárních roz-

pouštědel, za předpokladu, že jsou do ní zapojeny stejné jednotky. Tento předpoklad však 

byl dosud prokázán pouze v několika případech. Drobná odchylka je způsobena především 

různou mobilitou nízkomolárního rozpouštědla, kde je mobilita vysoká, a proto je solvata-

ce v podstatě neomezená. A polymerní matrice, kde je solvatace omezena z důvodu nižší 

pohyblivosti řetězců. Dá se očekávat, že tento účinek nemá žádný vliv na absorpční spektra 

dané látky. Díky tomuto předpokladu mohlo měření absorbance daných sond probíhat 

v roztoku nepolárního rozpouštědla cyklohexanonu a polárního rozpouštědla metanolu. 

[23] 

Měřením fluorescenční sondy I a porovnáním absorpčních a emisních spekter s an-

tracénem, bylo zjištěno, že relativní kvantový výtěžek v porovnání s antracénem je pod-

statně vyšší v polystyrenu než v cyklohexanu. V matrici izotaktického polypropylenu vy-

kazuje sonda I emisní červený posun na 445 nm oproti 362 nm v cyklohexanu, tento posun 

vykazují také sondy III, IV, VI a VIII. Tento posun je způsoben interakcí nepolární matrice 

a polární sondy kdy při zkoumané koncentraci 5.10-3 mol/kg docházelo k agregaci (tvorba 

dimerů) dané sondy. Přesto však tato sonda měla v iPP nejširší spektrum fluorescence.[23] 
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Obrázek 8 zkoumané fluorescenční sondy (I) N-(2',2',6',6'-tetramethyl-4'-piperidinyl)- 1,8-

naftalenimid; (II) N-(1'-oxo-2',2',6',6'-tetramethyl-4'-piperidinyl)-1,8-naftalenimid; (III) N-

(l'-acetyl-2',2',6',6'-tetramethyl-4'-piperidinyl)-1,8-naftalenimid; (IV) N-(1'-acetyloxy-

2',2',6',6'-tetramethyl-4'-piperidinyl)-1,8-naftalenimid; (V) N-(l'-hydroxy-2',2',6',6'-

tetramethyl-4'-piperidinyl)-1,8-naftalenimid; (VI) N-oktadekyl-l,8-naftalenimid; (VII) 

Anhydrid 1,8-naftalendikarboxylové kyseliny; (VIII) dimetylester 

1,8-naftalendikarboxylové kyseliny [23] 

 

Pro matrici PS vykazovala nejvyšší intenzitu fluorescence sonda VII. Pro sondy I-VI 

byly měřeny poločasy fluorescence. V nízkomolekulárních látkách se tato doba pohybova-

la v rozmezí okolo 1 ns, zatím co v polymerní matrici byla tato doba změřena na 3-8 ns. 

Tyto sondy vykazují dvě funkční centra, a sice chromofor 1,8-naftalenimid a stericky brá-

něný amin, který může být oxidován, nebo substituován. Přítomnost reakčního centra způ-

sobuje zhášení fluorescence v závislosti na prostředí. Tato závislost se dá vyjádřit jako 
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poměr intenzity fluorescence sondy I a intenzity fluorescence zkoumané sondy. Tato závis-

lost je u nepolárních polymerů, jako je iPP, PS rovna hodnotě 1, která ukazuje skutečnost, 

že v těchto matricích ke zhášení nedochází. U matric PMMA a PVC je tato hodnota blízká 

3. Sondy I-VII, které jsou od sondy I odvozeny vykazují fotochemickou nestálost. Nejsta-

bilnější je v tomto ohledu sonda IV, a jako nejméně stabilní se jevila sonda III. [23] 

Sondy založené na 1,8-naftalenimidu vykazují poměrně složité spektrální chování. 

Byl prokázán silný vliv media na emisní spektra i na zhášení fluorescence těchto sond. Pro 

každé použití těchto sond však musí být brána v úvahu jejich fotochemická nestálost. [23] 

4.1.2  Fluorescenční sondy založeny na p-(N,N-dialkylamino)benziliden malononit-

rilu 

Tyto fluorescenční sondy patří do skupiny organických molekul známých jako „mo-

lekulární rotory“. Vnitřní molekulární rotace těchto sloučenin může být zpomalena zvýše-

ním tuhosti okolního media, nárůstem viskozity, nebo snížením tzv. volného objemu, který 

umožňuje molekulární relaxace. Inhibice molekulární rotace vede k útlumu nezářivých 

přechodů a tím i k nárůstu fluorescenčního záření. Fluorescenční emise této třídy sloučenin 

nám umožňuje studovat statické i dynamické změny ve volném objemu polymerů v závis-

losti na parametrech polymerace, molekulové hmotnosti, stereoregularitě, síťování a na 

relaxaci a flexibilitě polymerního řetězce.[24] 

Životnost excitovaného stavu u sond typu [p-(N,N-dialkylamino)benzylidenkafr] ma-

lononitril, na (obrázku 9 pod čísly 1-3), v roztoku je odhadována na 3-10 ps což odpovídá 

nezářivým přechodům. Tento velice rychlý přechod zpět do základního stavu je způsoben 

torzní relaxací. Faktory prostředí, které omezují vnitřní molekulární rotace těchto sond 

vedou ke zvýšení doby přechodu z excitovaného stavu na základní a následně i k nárůstu 

intenzity fluorescence. Tyto látky jsou vynikající mikrofyzikální sondy pro měření torzní 

tuhosti okolního media a jejich fluorescence je velmi citlivá na dynamické procesy a struk-

turální změny v okolním mediu při širokém teplotním rozmezí. To umožňuje sledovat 

změny viskozity i při polymerních reakcích.[24] 
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Obrázek 9 fluorescenční sondy typu [p-(N,N-dialkylamino)benzylidenkafr] malo-

nonitril [24] 

 

 Fluorescenční sondy typu [p-(N,N-dialkylamino)benzylidenkafr] malononitril vy-

kazují nejintenzivnější absorpci v modré části spektra a slabou emisi fluorescenčního záře-

ní v zelené části. Absorpční maximum a fluorescenční emisní maximum se posouvá 

k vyšším vlnovým délkám v závislosti na vzrůstající dielektrické konstantě daného média. 

Tato lineární závislost je velice důležitý parametr, který může sloužit k určení polarity 

okolního média. [24] 

 Pomocí intenzity fluorescence sondy 3, byla sledována polymerační reakce PS a 

PMMA. V monomeru byla jednoduše tato sonda rozpuštěna při koncentraci 10-5 mol/l a 

přidáno 0,5 hm.% iniciátoru azodiisobutyrodinitrilu (AIBN), polymerace poté probíhala při 

70 °C. Sledovala se intenzita fluorescence v závislosti na čase při excitaci o vlnové délce 

430 nm. Jak je vidět na obrázku 10 intenzita fluorescence zůstává v čase téměř konstantní 

až do kritického momentu, kdy dochází k prudkému nárůstu a následnému ustálení, kdy se 

polymer dostane k limitní konverzi. Takový esovitý charakter průběhu je totožný pro 

všechny zkoumané polymerní matrice. Nicméně doba, kdy tento nárůst nastane, sklon to-

hoto nárůstu a zvýšení intenzity fluorescence je pro každý polymer (či kopolymer) různá. 

Oblast ve které se intenzita fluorescence zvyšuje, odpovídá přechodu ze středně viskózní 

kapaliny na tuhé sklo. [24] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 31 
 

 

Obrázek 10 závislost intenzity fluorescence fluorescenční sondy 3, na čase poly-

merace polystyrenu [24] 

 

 Polymerní matrice stericky ovlivňuje plnivo (fluorescenční sondu). Závislost inten-

zity na volném objemu uvnitř polymerní matrice je matematicky odvozena a s dostačující 

přesností ověřena sondou 2. Této skutečnosti lze využít pro sledování průběhu polymerace, 

aby se zabránilo polymeracím do vyššího než požadovaného stupně. Tato možnost může 

mít i průmyslový význam. Důležitým sledovaným parametrem je také vlnová délka maxi-

ma fluorescenční emise. Tento parametr ukazuje na polaritu media. [24] 

 

4.1.3 Fluorescenční sondy na bázi pyrenu a piperazinu 

Jedná se relativně nový typ fluorescenčních sond. Kvantový výtěžek těchto sond 

v polymerní matrici je až devětkrát vyšší v porovnání s antracénem. Životnost těchto sond 

se pohybuje kolem 5 ns. Pyren, nebo jeho deriváty, nacházejí univerzální uplatnění pro 

sledování fotochemických a fotofyzikálních jevů v komplexních systémech, jako jsou mi-

cely, polymerní materiály, nebo biologické strukturální jednotky. [25] 
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Obrázek 11 fluorescenční sondy (I) pyren (II) 1-brompyren 

(III) 15-(1-pyren)-7,15-diazadispiro [5,1,5,3] hexadekan (PY-PA) [25] 

 

Fluorescenční sondy na bázi pyrenu vykazuji v polymerních matricích (PS, PMMA, 

PVC) silné absorpční maximum při 25 500 cm-1. V této oblasti nastává buzení fluorescen-

ce. Fluorescenční sondy vykazují několik skupin s maximem na 25 500 cm-1 pro pyren, 

dvě skupiny 25 800 cm-1 a 24 800 cm-1 pro 1-brompyren a 24 000 cm-1 pro sondu PY-PA. 

Tyto hodnoty byly naměřeny v polymerní matrici PMMA při koncentraci sondy 0,002 

mol/kg. [25] 

Vliv kyslíku je pro každou z těchto sond různý. Pyrenová sonda je velmi citlivá na 

přítomnost kyslíku. Životnost této sondy byla zkoumána v prostředí metanolu. Pokud tento 

roztok obsahoval kyslík, poločas luminiscence této sondy byl 18 ns, pokud neobsahoval, 

poločas luminiscence této sondy se zvýšil na 390 ns (měřeno při koncentraci 2,12.10-3 

mol/dm3). Pro sondu PY-PA se vlastnosti, v závislosti na přítomnosti kyslíku, neměnily. 

Podobné vlastnosti byly objeveny také v polymerní matrici. Pro PMMA byla u pyrenové 
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sondy zjištěn poločas luminiscence 226 ns, v porovnání s 1-brompyrenovou sondou (4,4 

ns) a PY-PA sondou (11 ns), při koncentracích sond 0,002 mol/kg.[25]  

Dalším důležitým aspektem je kvantový výnos fluorescence, měřený v porovnání 

s antracénem z výše zmíněných důvodu. Měření tohoto aspektu byla podrobena sonda PY-

PA. Nejvyšší hodnoty, tedy 9,3x většího kvantového výtěžku fluorescence se dosáhlo 

v polymerní matrici PS, nejnižší hodnota byla v PMMA (1,2x) a v matrici PVC byla tato 

hodnota 4,9x, při koncentracích sond 0,002 mol/kg. Zajímavým prvkem sondy PY-PA je 

koncentrační zavilost na pozici fluorescenčního maxima. Pro polymerní matrice PMMA a 

PVC, a pro koncentrace 0,002 až 0,04 mol/kg, byl rozdíl v posunu o 1000 cm-1. A pro po-

lymerní matrici PS 500 cm-1. U sond pyren a 1-brompyren tento posun nebyl pozorován. 

Nejjednodušší vysvětlení spočívá v agregaci molekul dané sondy v tuhé polymerní matrici. 

Toto tvrzení je však těžké dokázat, v submikroskopickém měřítku jsou totiž tyto plněné 

filmy opticky transparentní. Předpokladem však zůstává, že sonda PY-PA je poměrně cit-

livým type pro tuto agregaci. K prokázání je však třeba dalšího výzkumu. [25] 

4.2 Využití fluorescenčních sond podle účelu charakterizace 

Fluorescenční techniky obecně nachází široké uplatnění pro výzkum a charakterizaci 

polymerních materiálů. Fluorescenční sondy mnohdy nahrazují komplikované a nepřesné 

metody. Díky známým závislostem lze použít tyto sondy například pro sledování průběhu 

polymerace v čase, vyšetřování kombatibilizace polymerních směsí, dispergaci barviv či 

jiných plniv, degradaci polymerních materiálů atd. [24, 26, 27] 

4.2.1 Měření volného objemu v polymerní matrici 

Při chlazení amorfního polymeru, přes teplotu skelného přechodu, nastane v tomto 

okamžiku vysoký nárůst viskozity a mechanických vlastnosti. Právě při tomto ději jsou 

molekuly „uvězněny“ v nerovnovážném stavu, charakterizovaném termodynamicky vyš-

ším stavem než by odpovídalo rovnovážnému stavu (energii i objemem) pro__?__ 

k rovnovážnému objemu po danou teplotu. Rozdíl objemů mezi skelným stavem a mezi 

stavem rovnovážným je poté tzv. volný objem. [28] 

Pro měření volného objemu lze využít fluorescenční sondy schopné tento jev indi-

kovat. Tyto sondy, označované též jako molekulární rotory, jsou v závislosti na okolním 

volném objemu schopné fluorescence. Na obrázku 12 je poté uvedeno několik takových 

v praxi využívaných sond. [24, 28] 
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Obrázek 12 fluorescenční sondy využívané pro měření volného objemu. Azoben-

zén, stilben, 1,1‘-azonaftalén [28] 

4.2.2 Měření Kritické micelární koncentrace 

Kritická micelární koncentrace ve vztahu k makromolekulární chemii, udává kon-

centraci, při níž se začnou v polymerní matrici tvořit micely kopolymeru. Blokové kopo-

lymery se využívají ke kompatibilizaci polymerních směsí. Jako příklad může posloužit 

směs PMMA a PS, kde se jednotlivým polymerům přidává blokový kopolymer složený 

právě z těchto polymerů. Tento kopolymer poté zajišťuje adhezi na rozhraní těchto poly-

merů, chováním pak připomíná povrchově aktivní látku. Každý blok kopolymeru se poté 

mísí s jedním s homopolymerů. Pokud je kompatibilizace úspěšná, nachází se kopolymer 

na rozhraní nemísitelných složek, kde snižuje povrchové napětí a pomáhá tak rozpadu do-

mény v průběhu tepelně-mechanického zpracování. Díky kompatibilizaci polymerní směsi 

je možné získat nové materiály při minimálních nákladech a relativně jednoduchých po-

stupech. Kompatibilizace má také obrovský potenciál při recyklaci polymerních odpa-

dů.[26, 27] 

Účinnost blokového kopolymeru může být výrazně snížena z důvodu termodyna-

micky řízené tendence tvořit micely, v případě kdy jeho koncentrace přesáhne hodnotu 

kritické micelární koncentrace. Proto je velice důležité znát tuto hodnotu, která je velmi 

závislá na molárních hmotnostech jednotlivých částí blokového kopolymeru a mít možnost 

tuto koncentraci měřit i když odpovídá velice nízké koncentraci. Tato měření jsou složitá a 

doposud používané metody nebyly příliš přesné. Zde nachází uplatnění fluorescenční spek-

troskopie. Pokud použijeme fluorescenční sondu, která je citlivá na tvorbu micel. Při této 

technologii lze dosáhnout vysoké přesnosti i při velmi nízkých koncentracích (0,001-

0,0001 hm.%) kopolymeru ve směsi homopolymerů. Pro toto studium lze použít fluo-

rescenčně značené blokové kopolymery, nebo lze použít intrinsické fluorescence jednoho 

z konců polymerních řetězců (například styrenové jednotky u kopolymeru S-MMA 

v matrici PMMA), kdy tyto jednotky začnou vykazovat fluorescenci, pokud jsou uzavřeny 

uvnitř micely. [27, 29] 
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4.2.3 Měření polarity polymerní matrice 

Měření polarity uvnitř polymerní matrice se provádí přes měření permeability pro-

středí (dříve dielektrická konstanta). Nejčastěji používanou sondou pro tento účel je pyrén. 

Tato fluorescenční sonda má vysokou závislost právě na polaritě okolního média. Nicméně 

tato sonda je použitelná jen v omezeném rozsahu teplot. Pro větší teplotní rozsah byly vy-

vinuty nové fluorescenční sondy. [30] 

Fluorescenční sonda karbazol-teraftalát cyklopentan, který je vyobrazen na obrázku 

třináct, je vhodnou sondou pro měření polarity daných materiálu v širokém pásmu teplot, a 

to především díky unikátní konstrukci, která si zachovává svou konformaci i v prostředí 

tuhého polymeru.[30]   

 Další zajímavou sondou pro měření polarity v polymerní matrici je látka odvozená 

od fluorescenční sondy v anglické literatuře uváděné jako „fluoroprobe“ (FP), v doslovném 

překladu fluorosonda, a od ní odvozená sonda maleimido fluoroprobe (MFP). Tato fluo-

rescenční sonda je označována za nejcitlivější sondu pro měření polarity media. Její che-

mická struktura je uvedena na obrázku 13. Studium této sondy ukázalo, že se v průběhu 

polymerace současně zabudovává do řetězce, což způsobuje zvýšení intenzity fluorescence 

už v počáteční, nízko viskózní části polymerace. Díky této vlastnosti je tak možno pozoro-

vat i stupeň polymerizace. Polarita média je poté pozorovatelná díky tzv. modrému posunu 

maxima fluorescence.[30] 

 

Obrázek 13 fluorescenční sondy pro měření polarity (I) karbazol-teraftalát cyklo-

pentan (2) MFP [30, 31] 
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4.2.4 Měření dispergace plniva v polymerní matrici 

Další velice zajímavou aplikací fluorescenčních sond je měření stupně dispergace 

plniva v polymerní matrici. Pro tento účel posloužila fluorescenční sonda Nilská 

modř (NB). Tato sonda byla začleněna do plniva pomocí iontově výměnných procesů. 

Takto označené plnivo bylo pak mícháno s polymerní matricí. V systému sonda-plnivo 

nebyla zaznamenána žádná fluorescence z důvodu koncentračního zhášení. Při dispergaci 

plniva poté nastalo uvolnění sondy do polymerní matrice, kde již byla naměřena fluores-

cence.[32] 

Použití této fluorescenční sondy je dvojí. První možnost je měření stupně disperga-

ce plniva v čase hned za vytlačovací hlavou, bez nutnosti pravidelného odběru vzorků a 

destruktivních metod určování. Druhou možností je pak možnost vyladit veškeré paramet-

ry míchání v čase podle naměřených dat. V praxi byl prováděn výzkum, kdy 

v polyamidu 11 byly dispergovány silikátové nanočástice označeny sondou NB. Výsledky 

ukázaly, že při špatné dispergaci bylo maximum fluorescence na 500 nm (excitace byla 

prováděna vlnovou délkou 407 nm). Zatím co při dobré dispergaci bylo toto maximum 

posunuto na 610 nm. [32] 

 

 

 

Obrázek 14 Fluorescenční sonda Nilská modř. [33]  
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5 PŘÍSTROJOVÉ VYBAVENÍ UNIVERZITY TOMÁŠE BATI 

Možnost provádět měření a výzkum polymerních materiálů pomocí fluorescenčních 

sond, je posledním aspektem této práce. Univerzita Tomáše Bati disponuje dvěma přístroji 

schopnými měřit fluorescenci. Přístroj FS 920 Edinburgh Instruments umístěný na Fakultě 

technologické, budova U1 a přístroj Shimadzu RF-1501 umístěný v budově U5. 

5.1 FS 920 Edinburgh Instruments 

FS 920 je modulární, počítačem řízený spektrofluorimetr, pro měření luminiscence 

v ustáleném stavu spektra, v rozsahu od ultrafialové oblasti, až do blízké infračervené ob-

lasti, s citlivostí jednoho fotonu. Tento přístroj v sobě kombinuje maximální citlivost a 

vysoké spektrální rozlišení. Tento spektrofluorimetr je ideální pro náročné aplikace v širo-

ké oblasti výzkumu.[34] 

Spektrofluorimetry řady FS920, používají monochromátory značky Czerny-Turner, 

s vysokou kvalitou difrakčních mřížek. Vlnová délka je nastavitelná, díky mikro-krokovým 

motorům s velikostí kroku 0,5 nm. Rovněž tato řada vykazuje výborné vlastnosti, co se 

týče potlačení rozptylu světla. To je zásadní pro vzorky, které vykazují nízký kvantový 

výtěžek fluorescence, nebo vysokou úroveň rozptylu. Co do spektrálního rozsahu, lze pro-

vádět luminiscenční měření o vlnových délkách od 185 nm až do 1700 nm, při použití fo-

tonásobičů pro jednofotonovou detekci. Při použití analogové detekce lze dosáhnout měře-

ní až do 5000 nm.[34]   

Pro potlačení možných instrumentálních chyb při měření emisních a excitačních 

spekter vzorku, je možné použít spektrální korekci. Ta se provádí pomocí dříve naměře-

ných korekčních souborů. Nekorigované excitační spektra jsou ovlivněny spektrálním vý-

konem světelného zdroje (v tomto případě je světelným zdrojem xenonová oblouková 

lampa typu CW 450 W), případně chybou  monochromátoru. Tyto spektra jsou korigována 

pomocí vestavěného referenčního detektoru. Podobně nekorigovaná emisní spektra mohou 

být ovlivněna účinností monochromátoru a spektrální odezvou detektoru. Pro korekci se 

používá unikátní korekční soubor, který se pro každý spektrometr získává kalibrací pomocí 

kalibrovaného zdroje světla.[34] 

Díky tomuto přístroji je možné měřit anizotropii fluorescence za ustáleného stavu, 

kterou získáme z polarizovaného excitačního a emisního spektra. Tato spektra jsou poté 

důležitě kvůli přímému vztahu anizotropie excitace k orientaci mezi excitaci a emisí dipó-
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lů. Teplotní a rozpouštěcí analýza závislá na takovéto anizotropii, je výkonný nástroj pro 

studium rotace fluoroforů, nebo rotace molekul těmito fluorofory označených. Další mož-

nost měření na tomto přístroji je měření kinetiky např. chemické reakce, nebo průběhu 

polymerace. Kdy tento přístroj měří za konstantní emisní a excitační vlnové délky změnu 

intenzity fluorescence v předem zadaných časových usecích. [34] 

 

Obrázek 15 spektrofluorimetr FS 920 Edinburgh Instruments 

 

5.2 Shimadzu RF-1501 

Tento fluorescenční spektrofotometr Japonské firmy Shimadzu disponuje optikou, 

díky níž dosahuje tento přístroj vysoké citlivostí za velmi kompaktních rozměrů. V přístro-

ji je umístěna xenonová lampa o výkonu 150 W, umožňující měření od 220 nm až do 900 

nm s přesností nadstavení vlnové délky ± 5 nm. Systém umožňuje automatické vyhledání 

optimální vlnové délky pro excitaci a emisi záření. Umožňuje vysokorychlostní skenování 

(3700 nm/min) s možností kvantitativních měření. [35] 
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ZÁVĚR 

Fluorescenční spektroskopie je dnes v mnoha ohledech nenahraditelnou možností 

výzkumu polymerních materiálu. Výzkum nových technik a nových látek, používaných 

jako fluorescenční sondy, napomáhá k získání levnějšího, rychlejšího a přesnějšího vý-

zkumu polymerů. Již dnes jsou techniky fluorescenční spektroskopie nenahraditelné napří-

klad pro stanovování kritické micelární koncentrace, nebo zjištění dispergace plniv nede-

struktivními metodami. Fluorescenční spektroskopie dnes disponuje nepřeberným množ-

stvím fluorescenčních sond s vysokým potenciálem využití nejen v makromolekulární 

chemii. 

Jako velká výhoda se v mnoha aplikacích jeví možnost sledování daného jevu v čase, 

kdy můžeme v krátkých časových intervalech pozorovat změnu vlastností a podle ní taky 

okamžitě na tuto změnu reagovat, a to vše bez nutnosti odebírání vzorků z vyšetřovaného 

systému sonda-polymer a bez nutnosti využití destruktivních metod, jako je například 

transmisní elektronová mikroskopie. 

I přes mnoho výhod této techniky existuje i mnoho problémů. Jsou to například chy-

by v měření způsobované vnitřním filtračním efektem prvního a druhého druhu. Dalším 

problémem, který je často zmiňován v literatuře, je problém tvorby dimeru, nebo agregace 

sondy v polymerní matrici. Často se používá pro porovnání vlastností sondy umístěné 

v polymerní matrici sonda umístěná do nízkomolekulární látky, u které se předpokládá 

podobná polarita. Polymerní řetězce jsou však více omezeny v pohybu, tudíž ani při níz-

kých koncentracích sondy nejsou schopny tuto molekulu solvatovat tak, jako molekuly 

nízkomolárního rozpouštědla. Podobných problémů, více či méně řešitelných, existuje celá 

řada. Výhody této metody charakterizace ale převládají nad nevýhodami. 

Fluorescenční sondy nacházejí uplatnění v charakterizaci termoplastů v několika pří-

padech. Asi nejdůležitější je možnost velmi přesného stanovení micelární koncentrace pro 

směsi polymerů, zjištění polarity uvnitř tuhé matrice polymeru. Díky chemicky specific-

kým sondám je možné analytické zjišťování iontů v termoplastickém materiálu, významná 

je možnost sledování průběhu polymerace, případně degradace materiálu. Dalším využitím 

je sledování dispergace plniva v polymerní matrici. Další možnost uplatnění je měření vol-

ného objemu a teploty skelného přechodu polymeru. Měření vlastností polymerů 

s využitím fluorescenčních sond ve Zlíně nebylo dosud uskutečněno, avšak potřebné zaří-

zení zde je.  
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

A  Absorbance [-] 

Atd.  A tak dále 

DNA  Deoxyribonukleová kyselina 

Eem  Emitovaná energie [J] 

Eabs  Energie absorbovaná [J] 

FP  Fluoroprobe 

MFP  Maleimido fluoreprobe 

MQAE  N - (Etoxykarbonylmethyl) - 6 - metoxyquinolinium bromid 

Nem  Počet emitovaných kvant [-] 

Nabs  Počet absorbovaných kvant [-] 

NB  Nilská modř 

Obr.  Obrázek 

PY-PA  15-(1-pyren)-7,15-diazadispiro [5,1,5,3] hexadekan 

RNA  Ribonukleová kyselina 

S1  Excitovaný singletový stav 

S0  Základní stav singlem 

T1  Excitovaný tripletový stav 

Tzv.  Tak zvaný  

Tj.  To jest, nebo tak jest 

T  Transmitance [-] 

UV  Ultra fialové záření 

VIS  Viditelné zážení 

α  Absorptance [-] 

λ  Vlnová délka [m] 

φF  Kvantový výtěžek fluorescence [-] 

Φ  Zářivý tok po absorpci [lm] 

Φ0  Zářivý tok před absorpci [lm] 

χ  Energetický výtěžek fluorescence [-] 
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