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ABSTRAKT

Tato reSers$ni prace popisuje moznosti vyuziti fluorescencnich sond v charakterizaci
termoplastli. Prace je rozdélena na Ctyfi zakladni Casti, a to ivod do problematiky fotolu-
miniscencni spektroskopie, piiklady nejzndméjSich sond a jejich vyuziti, dale aplikaci
fluorescencni sondy v charakterizaci termoplastti, jejichz popis je rozdélen podle chemic-
kého sloZeni a podle tcelu charakterizace. Posledni ¢ast obsahuje popis piistrojového vy-
baveni UTB, potiebného pro charakterizaci polymernich matric pomoci fluorescen¢nich

sond.

Kli¢ova slova:

Fluorescence, sonda, polymer

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.

Keywords: Fluorescence, probe, polymer
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1 UVOD

Polymerni materidly v dnesni dob¢€ nalézaji uplatnéni v celé fad€ lidskych ¢innosti, a
proto je také snaha ke zvySeni efektivnosti a zlevnéni vyroby polymeru. Velmi cCasté je
usili o nahrazeni klasickych materiali novymi, levnéj§imi polymernimi materidly se stej-
nymi, nebo lepSimi, vlastnostmi, coz vyzaduje rozsahly vyzkum a vyvoj v oblasti polyme-
rti. Mezi mnohymi metodami studia polymernich materidlii pak vynika fluorescencni spek-
troskopie, kterd umoznuje zkoumat vlastnosti polymert nedestruktivné, efektivné a

s moznosti sledovat zmény chovani v Case.

Roku 1852 polozil zadklady fluorescencni spektrometrie sir George Gabriel Stokes.
Nazev fluorescence byl odvozen od mineralu fluoritu (fluorid vapenaty). Jev fluorescence
ma mnoho praktickych vyuziti v mineralogii, fluorescencni spektroskopii, pouziva se fluo-
rescenéni znaceni, biologické detektory atd. V této praci je vSak hlavnim pfedmétem zajmu
fluorescencni spektroskopie, predevsim pak fluorescencni sondy. V praci je popséano, zda a

jak lze s pomoci fluorescencnich sond charakterizovat, studovat a analyzovat termoplasty.

Text této rederni prace je rozvrzen do &étyf blokd. Ukolem prvniho bloku je popsat za-
kladnich poymi souvisejicich s fluorescenci a fluorescencni spektroskopii, a dale ukazat
nejen principy vzniku tohoto jevu, ale také principy zhaSeni fluorescence. Druhy blok je
pak vénovan samotné technice méteni fluorescence a fluorescencnich sond v polymernich
matricich. Na ptikladech jsou ukézany klasicky vystup z méteni i nékteré zajimavé ¢i veli-
ce roz$ifené sondy, vyuzivajici se nejen v termoplastech. Fluorescen¢ni sondy pro charak-
terizaci termoplastickych materialt jsou pfedmétem tietiho bloku. Ten je rozdélen na dvé
¢asti, prvni se zaobird fluorescencnimi sondami zalozenymi na stejné bazi (s podobnym
chemickym sloZenim) a ukazuje rizné chovani téchto sond za stejnych podminek. Druha
rakterizaci termoplastl a je rozdélena podle typickych vlastnosti, k jejichz charakterizaci se
sondy pouzivaji. Posledni blok textu prace pak popisuje pristrojové vybaveni Univerzity

Tomase Bati, kter¢ je pouZitelné k méteni fluorescence.
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2 POPIS PRINCIPU FLOUROMETRIE

2.1 Absorpcni spektrometrie v UV/VIS oblasti

Zakladni kdmen molekularni absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné
oblasti spektra poloZil jiz okolo roku 1670 britsky védec sir Isaac Newton. Isaac Newton
objevil, ze svétlo, takové jak ho vidime, se sklada ze spektra barev. Od fialové barvy po
cervenou. UV/VIS spektrofotometrie umoziiuje na zakladé prichodu svétla latkou napfi-

klad identifikaci méfeného vzorku, nebo také urceni slozeni absorbujicich komponenti.

Analytické metody zaloZzené na absorpcni spektroskopii patfi svou historii mezi
nejmladsi fyzikalné-chemické metody. I kdyz absorpcni cary ve slunecnim spektru pozoro-
val jiz Wolaston vr. 1802 (volné atomy v chladnéjsim plynném obalu absorbuji nékteré
vinové délky spojitého zareni, které slunce vysila), prvni analyticky atomovy absorpcni

spektrometr sestrojil az v roce 1953 Walsh.[1]

2.1.1 Princip absorp¢ni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Absorpcni spektrofotometrie v UV/VIS méfi absorpci zafeni v ultrafialové (UV) a
viditelné (VIS) oblasti svételného spektra pii pruichodu vzorkem. Pti interakci molekuly se
zafenim dochézi k energetickym zménam v elektronovych orbitalech. Elektrony jsou exci-
tovany ze zdkladnich do vysSich energetickych hladin energii fotonu dané¢ho zareni. Oblast
molekuly, ve které jsou lokalizovany elektronové ptechody v prabehu absorpce zateni,
oznacujeme jako chromofor. Chromoforem mize byt naptiklad hydratovany kation, kom-

plex nebo seskupeni atomil v organické molekule.

2.1.2 Zakladni veli¢iny

Pro hodnoceni velikosti absorpce se vyuziva mereni propustnosti a odvozenych veli-
c¢in, nejcasteji absorbance.[2] Je vSak nutno brat v ivahu, ze zareni vstupujici do hmotného
prostiedi mtize byt timto prostfedim nejen absorbovéana a ¢ast zafeni je propusténa, ale cast
muze byt také rozptylena nebo odrazena.[3]

Pri méreni absorpce zareni je propustnost T (transmitance) definovana pomérem to-

ku monochromatického zareni propusténého latkou po absorpci @ k toku vystupujiciho

zareni ®y[2]:
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Absorptance o. je vyjadrenim podilu toku absorbovaného monochromatického zdareni
k toku zareni vystupujiciho[2]:

Do—P
P9

a= =1-T (2

Hodnoty propustnosti i absorptance se casto uvdadéji v %.

Absorbance A je definovdana pro uvedené toky monochromatického zareni jako[2]:
A=log> =—logT 3)
@

Pro vyhodnoceni se pouziva nc¢ktera z vySe uvedenych veli€in (nejcastéji absorban-
ce, piipadné transmitance) v zavislosti na vinové délce zareni, nebo na jeji reciproké hod-
noté, oznacované jako vlnocet. Takovato zavislost je poté oznaCovana jako absorpéni spek-
trum. Oblasti extrémnich bodt na kiivce maji obvykle Gaussovsky priubéh, ktery odpovida
typickym elektronovym pfechodim v molekule. VEtsi pocet extrémnich bodti na absorpéni
kiivce je dikazem vétSiho poctu elektronovych prechodit v absorbujici molekule, pokud
jsou dostatecné rozliSeny. To znaci existenci vétSiho poctu struktur téZe latky, pripadné
izotoptl jednoho prvku, nebo vétSiho poctu raznych absorbujicich analyti v roztoku za
danych podminek. Na absorp¢ni kiivky maji vliv razné faktory. Naptiklad zvySeni teploty
posouva Apax k delSim vinovym délkam. Vysokd koncentrace inertnich soli méni tvar ab-
sorpcnich spekter. DalSimi faktory, které maji vliv na absorpcni spektra, jsou: vliv tenzida,

rozpoustédla a instrumentalni vlivy.[4, 5, 6]
2.2 Luminiscen¢ni spektrometrie

2.2.1 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence je d¢j, pifi kterém dochdzi k emisi sekundarniho zareni
z excitovanych elektroni v molekule. Pti absorpci zafeni piechdzi elektron ze singletové
hladiny Sy do excitované¢ho stavu (singlet S;). Obecné se elektronové stavy dé€li na single-
tové a tripletové. Singletovy stav je charakteristicky opanym (antiparalelnim) spinem
dvojce excitovanych elektront, zatim co tripletovy stav se vyznacuje stejnym (paralelnim)
spinem, potom podle zptsobu, z jakého stavu se excitované elektrony vraci do ptivodniho,
délime fotoluminiscenci na fluorescenci, ta probiha ptes singletovy stav, a fosforescenci,

pti které se elektrony navraci pfes triplet. Viz obr. 1.[7]
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o f

zakladni excitovany excitovany
singletovy singletovy tripletovy
stav stav stav

Obrazek 1 znazornéni spinil u zédkladniho singletového stavu a u excitovaného

singletového a tripletového stavu [8]

2.2.1.1 Fluorescence

Termin fluorescence poprvé publikoval v ¢lanku The phenomenon fluorescence v ro-
ce 1852 George Gabriel Stokesem.[9] Nazev fluorescence byl odvozen z nazvu mineralu

fluoritu (fluorid vapenaty), ktery emitoval modrou fluorescenci.

Po absorpci zafeni se excitovand molekula navraci do zédkladniho stavu za soucasné-
ho vyzateni fotonu. Tento prechod se nazyva zarivy prechod. Jednim z typa zéativého pie-
chodu je prechod elektronu z excitovaného stavu S; do zakladniho stavu Sy a tento jev se
nazyva fluorescence. Elektron se mize zatrive vratit do zdkladniho stavu zpravidla z nej-
niz8i vibracni hladiny. Pokud se excitovany elektron nachazel v n€které z vyssich vibrac-
nich hladin, pfechazi do nejnizsi vibra¢ni hladiny pfechodem, ktery je oznacovan jako
vnitini konverze, nebo vibracni relaxace, coz je nezatrivy prechod. Excitovany elektron,
ktery presel do tripletového stavu, se miize ptisunem energie znovu dostat do singletového
stavu S;. Ze stavu S; se elektron vraci do zakladniho stavu Sy za soucasného vyzareni foto-

nu, poté je mozné pozorovat takzvanou zpozdénou fluorescenci (Obr. 2). [7]

2.2.1.2 Fosforescence

Je mozné, ze probehne nezativy prechod ze singletového stavu S; na hladinu T, kdy
je ptechod spojen se zménou spinu excitovaného elektronu. Tento d¢j se nazyva mezisys-
témovy prechod a vétSinou k nému dochazi, pokud se piekryvaji nejnizsi vibra¢ni hladiny

singletového stavu s vy$§imi hladinami tripletového stavu. Z tripletového stavu T se exci-

tovany elektron navraci do zakladniho stavu Sy za sou€asné ztraty energie ve forme fotonu
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a zmény spinu elektronu. Tento d¢j se nazyva fosforescence. Tripletovy stav molekuly ma
niz8i energii nez prislusny singletovy excitovany stav, takze prechod do zékladniho stavu
je spojen s emisi zafeni o delsi vinové délce nez pii fluorescenci. Protoze molekula setrva-
va v tripletovém stavu pomérné dlouho (107 az 10” s), miiZe ztratit svou energii snaze ji-

nymi pochody nez fosforescenci, napt. kolizi s molekulami rozpoustédla.[7]

2.2.2 Trvani luminiscence

Luminiscen¢ni zafivy tok roste s mnozstvim absorbovaného zéfeni, kvantovym vy-
tézkem luminiscence (tj. pomeérem udavajicim pocet emitovanych fotonti a absorbovanych
fotontl). Luminiscenci neptiznivé ovliviiuje vyssi teplota, ktera zvySuje pravdépodobnost
nezafivych ptechodi.[10]

I po preruseni budiciho zafeni Ize métit fluorescenci 1 fosforescenci. Tato doba je pro
oba jevy odliSna fluorescence, ktera se vyskytuje hlavné v parach, kapalinach a roztocich.
Trva 10” az 107 s po ukonéeni osvétlovani, kdezto fosforescence trva 10™ az 10% s. Nékte-
rd literatura vSak uvadi pro fosforescenci dobu né€kolika hodin, poptipadé€ i dni od ukonceni

osvétlovani.[7, 11]

2.2.3 Jablonskiho diagram

Tento diagram zobrazuje jakymi pfechody, zafivymi 1 nezafivymi, se muze fotonem
excitovany elektron vratit na ptivodni energetickou hladinu. V tomto diagramu jsou uvede-
ny nasledujici symboly: Sy — oznacuje zakladni singletovy stav; S; a S, — oznacuji prvni a
druhy excitovany singletovy stav; T;, T, a Tz — jsou symboly oznacujici prvni, druhy a tteti
excitovany tripletovy stav. Vodorovné ¢ary znazoriiuji jednotlivé energie vibra¢ni hladiny.
Rovnymi Sipkami jsou poté znazornény zafive piechody, ptfi nichZ se bud’ absorbuje, nebo

naopak vyzatuje foton a zvlnéné Sipky pak znazornuji nezafivé prechody elektronu.[8]
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Obrazek 2 Jablonskiho diagram, zédkladni pojmy jsou uvedeny vyse v textu, podle [7]

2.2.4 Emisni a Excita¢ni spektra

Emisni a excitacni spektra jsou zaznamenavana pomoci spektrofluorimetru. Emisni

spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii, vinoctu ¢i frek-

venci) pii konstantni vlnové délce budiciho zafeni. Zatim co excitacni spektrum je zavis-

lost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii, vlnoctu ¢i frekvenci) pii kon-

stantni vlnové délce emitovaného zareni.[4]

2.2.4.1 Emisni spektrum

Emisni spektrum je v rizném vytézku excitovano kteroukoliv vinovou délkou v ob-

lasti excita¢niho spektra a je ovlivnéno riiznou citlivosti detektoru v zavislosti na vlnoveé

délce. Existuji 3 druhy emisnich spekter[10]:

A) Atomova (Carova) spektra:

Jsou emitovana volnymi atomy v plynném stavu. Kovy emituji ¢ary ve viditel-

né spektralni oblasti (vlivem nizkého ionizacniho potencidlu). Charakteristickym

piikladem jsou zatici pary sodiku, kde je mozno pozorovat dvojici (tzv. dublet)

spektralnich ¢ar Zluté barvy o vinovych délkach 589 nm a 589,6 nm.
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Zatim co nekovy emituji ¢ary v ultrafialové oblasti pod 200 nm (vlivem vysokého

ioniza¢niho potencialu).

B) Molekulova (pasova) spektra:
Skladaji se z mnoha blizko sebe umisténych Car, které splyvaji v pasy. Tento

typ spekter se vyuziva praveé pro méteni vyuzivajici fluorescencnich sond.

C) Kontinualni spektra:

Vyzatuji je pevné, kapalné 1 plynné latky. Vyzafovani je rozdéleno neptetrzité
na cely rozsah vinovych délek. Toto rozdéleni je zavislé na teploté.

2.2.4.2 Excitacni spektrum

Excitacni spektrum je v podstaté zjednodusené absorp¢ni spektrum analytu, protoze
jen nékterd absorpcni maxima vyvolavaji fluorescenci. Intenzita excitatniho maxima je
totozna s intenzitou absorpcniho maxima, pfi konstantni intenzit€ emise zdroje v daném

rozsahu vinovych délek.[5]

2.2.5 Zhaseni fluorescence

Zhaseni fluorescence predstavuje jakykoli proces, ktery snizuje kvantovy vytézek
fluorescence bez zmény fluorescen¢niho emisniho spektra. Zhaseni, které vychazi z koliz-
nich stfeti mezi molekulami fluoroforu (latka schopna fluorescence) a zhasece (jakakoli
latka schopna snizit intenzitu fluorescence), se nazyva dynamické zhaseni. Jestlize se mo-
lekuly fluoroforu vazi na molekuly zhaSece, je toto zhdSeni nazyvano jako statické. Zhése-
ni vSeobecné bylo a je intenzivné studovano v souvislosti s biochemickymi systémy (pte-
devsim kvili molekularnim interakcim v biologickém systému), které maji za nasledek
zhaSeni, coz vede naptiklad ke zjisténi vaznosti mezi molekulami.

V piipad€ dynamického zhaSeni musi zhase¢ difundovat ke fluoroforu béhem do-
by, ve které se molekula fluoroforu vyskytuje v excitovaném stavu. Pti kontaktu se fluoro-
for vraci do zakladniho stavu, ale bez emise fotonu. Pfi statickém zhéaSeni se vytvoii kom-
plex mezi fluoroforem a zhaSecem, ktery nefluoreskuje. U statického 1 dynamického zha-
Seni musi byt fluorofor a zhdSe¢ v kontaktu. SamozhaSeni je zhdsSeni fluoroforu jim sa-

motnym. Nastava pti jeho vysokych koncentracich. [4, 6]
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b)

d)

Byly pozorovény tyto typy zhdseni fluorescence[4, 5]:
Koncentracni zhaSeni (samozhaseni) fluorescence (Vavilov):

Od ur¢ité mezni koncentrace ¢, (prahova koncentrace analytu) dochazi
k poklesu kvantového vytézku fluorescence (podil poctu emitovanych fotonti a ab-
sorbovanych fotonil). Dlsledkem jsou neelastické srazky excitovanych molekul s
molekulami analytu v zakladnim stavu (moZzna také asociace molekul). Molekuly
analytu absorbuji zafeni, ale neemituji. Energie je vyzafena formou tepelné energie.
Vnitini konverze molekul:

V disledku kolizi excitovanych molekul s neexcitovanymi dochazi ke ztraté
energie excitované molekuly na nezativé prechody. Ztraty se zvySuji s rostouci tep-
lotou. Déle ztraty zavisi na koncentraci molekul, na viskozité roztoku apod.
Vnitini filtra¢ni efekt prvniho druhu:

Detektor spektrofluorimetru detekuje emisi zafeni pouze z centralni ¢asti
kyvety (z jejiho stiedu). Nez dopadajici zafeni dosahne stiedu kyvety, znacna cast
dopadajiciho zafeni je absorbovana pted dosazenim centralni ¢asti kyvety. Tento
efekt ma za nasledek snizeni intenzity fluorescence.

Vnitini filtra¢ni efekt druhého druhu:

Obsahuje-li roztok dals$i chromofor, ktery absorbuje svétlo pii blizké vinové
délce jako fluoreskujici produkt analytu, tak se chromofor chova jako filtr, ktery k
produktu analytu propusti jen ¢ast dopadajiciho emitujiciho zateni.

Strukturni a konfigura¢ni zmény molekul:

Ptevod molekuly do tripletového stavu (tvorba volného biradikalu
s neparovymi elektrony, ktery je velmi reaktivni). Pfechod na sloZit¢jsi slouc¢eniny
(dimery). Vzniklé slouc¢eniny nemusi fluoreskovat. Pti strukturni a konfigura¢ni
zmén¢ muze excitovana molekula piejit do zakladniho stavu bez vyzatreni nového
zéteni. K tomu jsou nachylné latky s voInéjsi strukturou, voln¢ otacivé casti mole-
kul. Dochazi k degradaci elektronové energie na vibracni energie.

Vliv cizich ionta:

Pokles kvantového vytézku fluorescence v ptitomnosti cizich iontl a latek.
Stupent zhéaSeni roste s polarizovatelnosti respektive s deformabilitou, s rostouci
kovalentni charakteristikou. Nejcastéjsi predstavitelé ze skupiny anionti jsou na-

priklad halogenidy (E", CI, Br), ptipadné organické skupiny ((COO)*, NO*",
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SCN"). Mezi kationty poté mizeme zafadit kovy (Cu®’, Ni*", Fe*", Fe’", Mn®), a
kationty s neobsazenymi d-orbitaly (Hg*", UO*",Cr’"). Duisledkem je pohlceni elek-
tronu ze vzbuzené hladiny fluoreskujiciho chelatu analytu v neobsazeném
d-orbitalu, coz ma za nasledek znemoznéni navratu excitovaného elektronu do za-

kladni hladiny.

Tyto jevy je vSak nutno rozdélit na instrumentélni efekty (vady), respektive nedo-
konalosti méfeni a na zhaSeni ve fyzikalnim smyslu slova, tj. jako procesu, ktery zptisobi,
ze po excitaci dojde k nezafivému pfechodu misto zafivého. [6]

Mezi vady pak miizeme zafadit vnitini filtrani efekt prvniho a druhého druhu.

Zbylé vySe jmenované zpusoby, pak fadime do skupiny fyzikalniho zhaSeni.

2.3 Nevlastni fluorescence

K latkédm, které samy nemaji schopnost fluoreskovat, se ptidavaji dodate¢né fluoro-
fory. Diky nevlastnim fluoroforim vznika nevlastni fluorescence. Pokud se fluorofor na
studovany vzorek vaze kovalentn€, nazyvame jej pak fluorescencni znackou. Pokud se

vaze nekovalentné, jedna se o fluorescencni sondu.[12]

2.3.1 Fluorescené¢ni znacky

Fluorescencni znacky jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledovanym biomoleku-
lam (proteiniim, peptidim a jinym) vazi kovalentni vazbou. Nejcastéji se pouzivaji k fluo-
rescen¢nimu znaceni proteinti, kdy se kovalentné vazi na jejich aminove, histidinové bo¢ni
fetézce, thiolové skupiny, atd. Maji rizné vyuziti naptiklad v imunologii nebo v histoche-

mii.[12]

2.3.2 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescencni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledované strukture vazi
nekovalentné a Casto pfitom meni své fotofyzikdlni vlastnosti. V zévislosti na studovaném
jevu (viskozita, polarita atd.) je pak nutné vybrat vhodnou fluorescen¢ni sondu, ktera
umozni ziskat potfebné informace. Volba fluorescencni sondy je nejdilezitéjsi soucasti ve
fluorescencni spektroskopii. V soucasné dob¢ existuje velké mnozstvi fluorescencnich

sond.[12]
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2.4 Instrumentace
Existuji dva obecné typy ptistroja[3]:

a) Flourimetry
Tyto pftistroje se pouzivaji pro pozorovani ¢i méieni fotoluminiscence pii dané vl-
nové délce. Vlnova délka emitujiciho zafeni je nastavitelnd pomoci specialnich fil-
tri.

b) Spektroflourimetry

Jsou to pfistroje s monochromatory (mfizkou, ¢i hranolem jako disperznim prv-

kem). Pomoci téchto pfistroji miiZzeme zaznamenavat celd luminiscencni spektra.

Pro méfeni fluorescen¢nich sond budeme uptednostiovat tzv. dvoupaprskoveé spekt-
rometry, které Ize korigovat na nestabilitu zdroje zafeni (nestejna intenzita budiciho zafeni
pii rtiznych vinovych délkach) a na nestejnou spektralni citlivost detektoru. Uspotadéani
ptistroje je nasledujici: svétlo z budiciho zdroje je pfivedeno na monochromator a odtud
dopadé na vzorek. Mezi monochromatorem a vzorkem je poté vloZen rozdélovac paprsku a
pasovy filtr, ktery pfivadi v ¢ase paprsek pres referencni vzorek (roztok referen¢niho fluo-
roforu s vysokym kvantovym vytézkem) na detektor, kde se simultdnné¢ s méfenim snima 1
excitacni spektrum reference a jeho intenzita. Po dopadu paprsku na vzorek se nékteré mo-
lekuly excituji a nasledné emituji fluorescencni zateni. Toto fluorescencni zafeni je vyza-
fovano do viech smért. Cast jej prochazi druhym emisnim monochromatorem a dopada na
detektor. Emisni spektrum je méteno pod uhlem 90° k paprskiim dopadajiciho svétla, aby
se minimalizoval vliv proslého, nebo odrazeného svétla k detektoru. Casto jsou tyto pii-
stroje, kromé téchto zakladnich prvkl, vybaveny také pomocnou optikou pro vedeni zafi-

vého toku a dalSimi specifickymi sou¢astmi.[3, 6, 13]

Jako zdroj zafeni je mozno pouzit vodikovou vybojku pro oblast blizkého UV. Pro
vys$i intenzitu se vSak pouziva vybojka rtutova. Xenonova vybojka pak poskytuje spojité
zéateni v UV 1 viditelné oblasti spektra.[3, 6]

Samotné méteni se poté provadi nejcastéji v kyvetach s ptedem znamou tloustkou
vzorku. Zakladni podminkou pak je, aby dany materidl, ze kter¢ho je kyveta vyrobena,

neabsorboval zafeni ve sledovaném vlnovém rozsahu.[3]

Pro neprlihledné ¢i vysoce zakalené vzorky existuje mozZnost méfit fluorescenci

z ptedni strany.[14]
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Obrazek 3 Schéma dvoupaprskového spektrometru. (1) zdroj svétla, xenonova ob-
loukové lampa; (2) excitatni monochromator; (3) uzavérka; (4) drzék filtru; (5)
rozdé&lovac paprsku; (6) polarizator; (7) komora se vzorkem; (8) korekéni detek-

tor; (9) emisni monochromator; (10) emisni detektor; (11) kontrola monochroma-

toru a pocitac s naslednou ukazkou vystupu [6].
2.5 Charakteristicky vystup

2.5.1 Zakladni vztahy

Energeticky vytézek fluorescence y, coz je pomér mezi energii emitovanou (Een) a

energii absorbovanou (Eas), slouzi k hodnoceni intenzity fluorescence [3].

= (4)

Eaps
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Jako odvozena veliCina se poté uvadi kvantovy vytézek fluorescence or, ktery je
definovan pomérem poctu vyzatenych kvant (Nen), ku poctu kvant absorbovanych sousta-
vou (Nabs) [3].

Nem
=—= (5
Pr Nabs (5)

Vztah mezi témito veli¢inami je pak nasledovny [3]:

Aem
x="0p (6)
abs

2.5.2 Emisni a excitacni spektra

Jak bylo uvedeno vyse, pro méfeni pomoci fluorescen¢nich sond vyuzivame moleku-
lové spektra. Fluorescencni emisni spektrum je vyjadieno jako zavislost intenzity zativého
toku fluorescencniho zafeni ¢r na vlnové délce A pripadné na jeji reciproké hodnoté zvané
vlnocet v, pii konstantni vinové délce excitace. Zpravidla jde o téméf zrcadlovy obraz ab-
sorpcniho spektra, ale je posunuto k delsim vinovym délkam. Nejcastéji se jedna o jedno-
duchou kiivku s maximem pii vysSich vinovych délkach, nez je vinova délka excitace. Pro
méfeni excitaéniho spektra postupujeme tak, ze ménime vinovou délku excitace pii kon-

stantni vinové délce emise [3, 13].
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3 FLUORESCENCNI SONDY

Fluorescencni sondy jsou latky vazici se v materialu nekovalentnimi vazbami. Pouzi-
vaji se na vyzkum latek neschopnych vlastni (intrinsické) fluorescence. Existuje nepieber-
né mnozstvi specifickych fluorescencnich sond, napft. viskozitni sondy, pH sondy, chemic-
ky prizkumné sondy pro stanoveni iontu, oxygen sondy pro stanoveni kysliku uvnitt latek
a mnoh¢ dalsi aplikace. Z tohoto diivodu je velmi diilezité zvolit spravnou fluorescencni

sondu pro dany systém polymer - sonda. [6, 15]
3.1 Priklady nejvyznamnéjSich fluorescen¢nich sond

3.1.1 Akridinova oranZ

Akridinova oranz, nebo také 3,6-bis(dimethylamino)akridin (Obr. 4) je kationaktiv-
ni fluorescen¢ni sonda vyznacujici se snadnou rozpustnosti ve vod¢. Je schopna reagovat
s ptirodnimi polymery jako naptiklad DNA a RNA. PfevaZzné schopnost reagovat s DNA a
RNA je ditvodem zajmu o tuto sondu [16]. Samotna DNA ani RNA nefluoreskuji. Pokud
se ke Sroubovicim ptimisi akridinové oranz, pak se tato sonda na Sroubovice navaze neko-
valentni vazbou a dochdzi u této sondy ke zméndm v absorpcni a fluorescenéni ¢asti spekt-
ra. Pokud se akridinova oranZ navaZe na DNA, emituje zelenou fluorescenci pii 530 nm.

Pokud se vSak navaze na RNA, emituje ¢ervenou fluorescenci pii 640 nm [17].

Me.N

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

Ve ziedénych roztocich existuje akridinova oranz pouze jako monomer. Pokud je
ale koncentrace této sondy vy$§i nez 2.10° mol.dm™, dochazi k agregaci monomeru na
dimer[18]. Tvorba dimeru zplisobuje zhaSeni fluorescence monomeru, ale 1 dimer je

schopny fluorescence, avSak jeho intenzita bude o mnoho nizsi nez intenzita monomeru
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samotného. Dlikazem tvorby dimeru jsou absorpéni spektra akridinové oranze (obrazek 5).
Monomer mé absorpéni maximum pi1 490 nm a dimer ma absorpéni maximum pii 465 nm.
S rostouci koncentraci dimeru, klesa absorpéni maximum monomeru a absorpéni maxi-
mum dimeru se naopak zvySuje. Dal§im diikazem agregace monomeru na dimer jsou jeji
fluorescencni spektra. S rostouci koncentraci sondy roste intenzita fluorescence az do chvi-
le agregace monomeru. Jakmile se zacne tvofit dimer, intenzita fluorescence prudce klesa.
Akridinova oranz se pouziva pro vyzkum interakci polymer — sonda a sonda — son-
da v biopolymerech a v syntetickych polyelektrolytech. Vazba sondy na polyelektrolyt
mize poskytnout mnoho informaci o chemické a fyzikalni podstaté¢ vaznych mist polyme-

ru a o usporadani fetézce polymeru [19].
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Obrazek 5 zavislost absorbance na vlnové délce pro roztoky akridinové oranze v 1 % roz-
toku hexamethylentetraminu, pti koncentracich: 1) 1,2.10° mol/12) 4,0.10° mol/l 3)
2,0.10° mol/14) 5,0.10° mol/1 5) 8,0.10° mol/1 [18]
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3.1.2 MQAE

Velmi Casto se objevuje potieba spektroskopicky zjistit pfitomnost substituentt, ja-
ko jsou ionty CI, Ca*", nebo Na'. Pro tento ucel existuji tzv. chemicky senzitivni sondy.
Pro stanoveni Cl- Ize pouzit sondu MQAE, N - (Etoxykarbonylmethyl) - 6 - metoxyquino-
lintum bromid. Pokud zkoumany roztok, ptipadné polymerni matrice, obsahuje chloridové
ionty, pak je tato sonda kolizné zhaSena. Tato sonda je vhodnd pro sledovani transportu,
nebo pribéhu substituce chloridovych iontl. Koncentrace chloridovych iontl je poté moz-
no urcit pomoci Stern-Volmerovy rovnice, kterd je zaloZena na snizeni intenzity fluores-

cence praveé koliznim zhaSenim.[6]

— / 0
A
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Obrazek 6 sonda MQAE, N - (Ethoxycarbonylmethyl) - 6 - methoxyquinolinium
bromid [6]

3.1.3 Kirystalova violet’

Tato chemickd sloucenina, slouZici jako viskozitni sonda, patii do skupiny trifenyl
metylenovych barviv. Nejcastéji se tato latka vyskytuje v chromatickém stavu, presto mize
byt snadno pievedena na tzv. leuco (bezbarvou) formu. V sou€asnosti jsou nékteti ¢lenové

této skupiny spojovani se zvySenym rizikem vzniku rakoviny. [20]

Latky, pouzivajici se jako viskozitni sondy, musi spliiovat dva zékladni predpokla-
dy. Prvnim pfedpokladem je, Ze latka je schopnd emitovat fluorescenci, a druhym ptedpo-
kladem je existence viskozitng citlivé Casti, kterd je schopna rotace. Zvyseni viskozity poté
brani rotaci ¢asti molekuly a tim 1 nezafivym de-excitaCnim pfechodim, ve prospéch zvy-

Seni intenzity fluorescence. [21]
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Obrazek 7 krystalova violet’, 4-[(4-dimethylaminophenyl)-phenyl-methyl]-N,N-
dimethyl-aniline [20]
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4 FLUORESCENCNI SONDY PRO CHARAKTERIZACI
TERMOPLASTU

Pouziti fluorescen¢nich sond poskytuje Siroky potencidl pro studium a charakterizaci
termoplastli. Vyuziti naleznou ptfedevsim pii sledovani prabéhu polymerace, kdy se pomo-
ci viskozitnich fluorescen¢nich sond da sledovat stupent konverze daného polymeru. Po-
moci chemicky specifickych sond je poté mozné sledovat substitucni reakce. Sledovanym

parametrem je poté predevsim zhaSeni fluorescence.

Diky vysoké citlivosti fluorescencni spektroskopie je mozno stanovit 1 velmi nizké
koncentrace doplnkovych latek (stabilizatory, zmékcovadla atd.) a to jak kvantitativné tak 1

kvalitativné.[22]

4.1 Fluorescenéni sondy podle chemického sloZeni

Existuje predpoklad, ze pokud je latka schopna vlastni fluorescence a je pouzitelnd ja-
ko fluorescen¢ni sonda, poté 1 nekteré jeji derivaty mohou vykazovat podobné vlastnosti.
Rada vyzkumt se proto provadi vy$etfovanim dané fluorescenéni sondy a jejich derivatu, a
hleda se nejsilnéjsi zavislosti dané sondy (intenzita, zhasSeni, posun fluorescen¢niho emis-

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

4.1.1 Fluorescenc¢ni sondy zaloZené na 1,8-naftalenimidu

V roce 1997 provedl vyzkum téchto fluorescen¢nich sond profesor Pavol Hrdlovi¢ ze
Slovenské Akademie véd. Multifunkéni fluorescencni sondy s rozdilnou strukturou jsou
pouzivany pro monitorovani fotofyzikalnich a fotochemickych procest v rliznorodych pro-
sttedich. Kone¢nym cilem tohoto vyzkumu bylo zjistit chovani jednotlivych sond v poly-
mernich matricich, a parametry, které vykazuji silné zavislosti na mediu vyuzit jako senzo-

vvvvv

ducha detekce a snadné kvantitativni vyhodnoceni.[23]

Chovani sond zalozenych na 1,8-naftalenimidu, bylo referenéné zkoumano proti
standardu, antracénu. Dobra rozpustnost v rozpoustédlech rlizné polarity, dobra kompatibi-
lita s polymerni matrici, absorpce a emise ve stejné oblasti jako studované sondy, dostup-
nost ve vysoké Cistoté, a maly nebo zddny vliv na spektralni vlastnosti média, byly hlavni
davody, pro¢ byl antracén jako reference zvolen. Na obrazku 8 je poté vyobrazeno vSech

osm zkoumanych sond. Dané sondy byly zkoumany v polymernich matricich polystyrenu
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(PS), Polymethylmethakrylat (PMMA), polyvinylchloridu (PVC) a izotaktického polypro-
pylénu (iPP). [23]

Pro méfeni vlivu media na spektralni analyzu molekul plniva se obecné zavadi pied-
poklad, ze solvatace latky v polymerni matrici je podobna jako u nizkomolekularnich roz-
poustédel, za piedpokladu, ze jsou do ni zapojeny stejné jednotky. Tento predpoklad vSak
byl dosud prokazan pouze v n¢kolika ptipadech. Drobna odchylka je zpiisobena predevsim
rtiznou mobilitou nizkomolérniho rozpoustédla, kde je mobilita vysoka, a proto je solvata-
ce v podstaté neomezena. A polymerni matrice, kde je solvatace omezena z divodu nizsi
pohyblivosti fetézcii. D4 se ocekavat, Ze tento ucinek nema Zadny vliv na absorp¢ni spektra
dané latky. Diky tomuto pfedpokladu mohlo métfeni absorbance danych sond probihat
v roztoku nepolarniho rozpoustédla cyklohexanonu a poldrniho rozpoustédla metanolu.

[23]

Me¢tenim fluorescencni sondy I a porovnanim absorpénich a emisnich spekter s an-
tracénem, bylo zjiSténo, ze relativni kvantovy vytézek v porovndni s antracénem je pod-
statné vyss$i v polystyrenu nez v cyklohexanu. V matrici izotaktick€ho polypropylenu vy-
kazuje sonda I emisni Cerveny posun na 445 nm oproti 362 nm v cyklohexanu, tento posun
vykazuji také sondy III, IV, VI a VIII. Tento posun je zplisoben interakci nepolarni matrice
a polarni sondy kdy pfi zkoumané koncentraci 5.10”° mol/kg dochazelo k agregaci (tvorba

dimer) dané sondy. Pfesto vSak tato sonda méla v iPP nejSir$i spektrum fluorescence.[23]
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Obrazek 8 zkoumané fluorescenéni sondy (1) N-(2',2',6',6'-tetramethyl-4'-piperidinyl)- 1,8-
naftalenimid; (II) N-(1'-ox0-2',2',6',6"-tetramethyl-4'-piperidinyl)-1,8-naftalenimid; (III) N-
(I'-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-(I'-hydroxy-2'2',6',6'-
tetramethyl-4'-piperidinyl)-1,8-naftalenimid; (VI) N-oktadekyl-1,8-naftalenimid; (VII)
Anhydrid 1,8-naftalendikarboxylové kyseliny; (VIII) dimetylester
1,8-naftalendikarboxylové kyseliny [23]

Pro matrici PS vykazovala nejvyssi intenzitu fluorescence sonda VII. Pro sondy I-VI
byly méteny polocasy fluorescence. V nizkomolekuldrnich latkach se tato doba pohybova-
la v rozmezi okolo 1 ns, zatim co v polymerni matrici byla tato doba zméfena na 3-8 ns.
Tyto sondy vykazuji dvé funkéni centra, a sice chromofor 1,8-naftalenimid a stericky bra-
nény amin, ktery mize byt oxidovan, nebo substituovan. Pfitomnost reakéniho centra zpii-

sobuje zhaSeni fluorescence v zavislosti na prostfedi. Tato zavislost se da vyjadfit jako
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pomér intenzity fluorescence sondy I a intenzity fluorescence zkoumané sondy. Tato zavis-
lost je u nepolarnich polymert, jako je iPP, PS rovna hodnoté 1, kterd ukazuje skute€nost,
ze v téchto matricich ke zhaSeni nedochéazi. U matric PMMA a PVC je tato hodnota blizka
3. Sondy I-VII, kter¢ jsou od sondy I odvozeny vykazuji fotochemickou nestalost. Nejsta-

biln¢jsi je v tomto ohledu sonda IV, a jako nejméné stabilni se jevila sonda III. [23]

Sondy zaloZené na 1,8-naftalenimidu vykazuji pomérné slozité spektralni chovani.
Byl prokazan silny vliv media na emisni spektra i na zhasSeni fluorescence téchto sond. Pro

kazdé pouziti téchto sond vSak musi byt brana v tvahu jejich fotochemické nestalost. [23]

4.1.2  Fluorescencni sondy zaloZeny na p-(N,N-dialkylamino)benziliden malononit-

rilu

Tyto fluorescen¢ni sondy patii do skupiny organickych molekul znamych jako ,,mo-
lekularni rotory*. Vnitini molekularni rotace téchto slou¢enin miize byt zpomalena zvyse-
nim tuhosti okolniho media, nartistem viskozity, nebo snizenim tzv. volného objemu, ktery
umoznuje molekuldrni relaxace. Inhibice molekularni rotace vede k utlumu nezativych
ptechodi a tim 1 k naristu fluorescenéniho zafeni. Fluorescencni emise této tfidy sloucenin
nam umoziuje studovat statické 1 dynamické zmény ve volném objemu polymert v zavis-
losti na parametrech polymerace, molekulové hmotnosti, stereoregularité, sitovani a na

relaxaci a flexibilité¢ polymerniho fetézce.[24]

Zivotnost excitovaného stavu u sond typu [p-(N,N-dialkylamino)benzylidenkafr] ma-
lononitril, na (obrazku 9 pod ¢isly 1-3), v roztoku je odhadovéna na 3-10 ps coZ odpovida
nezafivym prechodiim. Tento velice rychly pfechod zpét do zakladniho stavu je zplisoben
torzni relaxaci. Faktory prostfedi, které omezuji vnitini molekularni rotace téchto sond
vedou ke zvySeni doby pfechodu z excitovaného stavu na zékladni a nasledné 1 k naristu
intenzity fluorescence. Tyto latky jsou vynikajici mikrofyzikdlni sondy pro méteni torzni
tuhosti okolniho media a jejich fluorescence je velmi citliva na dynamické procesy a struk-
turdlni zmény v okolnim mediu pifi Sirokém teplotnim rozmezi. To umoZiuje sledovat

zmény viskozity 1 pti polymernich reakcich.[24]
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Obrazek 9 fluorescencni sondy typu [p-(N,N-dialkylamino)benzylidenkafr] malo-
nonitril [24]

Fluorescen¢ni sondy typu [p-(N,N-dialkylamino)benzylidenkafr] malononitril vy-
kazuji nejintenzivnéj$i absorpci v modré €asti spektra a slabou emisi fluorescencniho zéte-
ni v zelené casti. Absorpcni maximum a fluorescenéni emisni maximum se posouva
k vysS§im vlnovym délkdm v zavislosti na vzristajici dielektrické konstanté dan¢ho meédia.
Tato linearni zavislost je velice dulezity parametr, ktery mize slouzit k ur¢eni polarity

okolniho média. [24]

Pomoci intenzity fluorescence sondy 3, byla sledovana polymeracni reakce PS a
PMMA. V monomeru byla jednoduse tato sonda rozpusténa pii koncentraci 10° mol/l a
piidano 0,5 hm.% iniciatoru azodiisobutyrodinitrilu (AIBN), polymerace poté probihala pi1
70 °C. Sledovala se intenzita fluorescence v zavislosti na Case pii excitaci o vinové délce
430 nm. Jak je vidét na obrazku 10 intenzita fluorescence ziistavéa v ase téméi konstantni
az do kritického momentu, kdy dochazi k prudkému nartstu a naslednému ustaleni, kdy se
polymer dostane k limitni konverzi. Takovy esovity charakter pribéhu je totozny pro
vSechny zkoumané polymerni matrice. Nicmén¢ doba, kdy tento narist nastane, sklon to-
hoto nariistu a zvySeni intenzity fluorescence je pro kazdy polymer (¢i kopolymer) rizna.
Oblast ve které se intenzita fluorescence zvysuje, odpovida pifechodu ze stiedné viskdzni

kapaliny na tuhé¢ sklo. [24]
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Obrazek 10 zavislost intenzity fluorescence fluorescencni sondy 3, na case poly-

merace polystyrenu [24]

Polymerni matrice stericky ovliviiuje plnivo (fluorescen¢ni sondu). Zavislost inten-

zity na volném objemu uvnitf polymerni matrice je matematicky odvozena a s dostacujici

piesnosti ovéfena sondou 2. Této skutecnosti 1ze vyuzit pro sledovani prabéhu polymerace,

aby se zabranilo polymeracim do vys$iho nez pozadované¢ho stupné. Tato moznost miize

mit 1 primyslovy vyznam. Dllezitym sledovanym parametrem je také vinova délka maxi-

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

4.1.3 Fluorescenc¢ni sondy na bazi pyrenu a piperazinu

Jedna se relativné novy typ fluorescen¢nich sond. Kvantovy vytézek téchto sond

v polymerni matrici je az devétkrat vyssi v porovnani s antracénem. Zivotnost téchto sond

se pohybuje kolem 5 ns. Pyren, nebo jeho derivaty, nachdzeji univerzalni uplatnéni pro

sledovani fotochemickych a fotofyzikéalnich jevli v komplexnich systémech, jako jsou mi-

cely, polymerni materialy, nebo biologické strukturalni jednotky. [25]
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Obrazek 11 fluorescenéni sondy (I) pyren (II) 1-brompyren
(IIT) 15-(1-pyren)-7,15-diazadispiro [5,1,5,3] hexadekan (PY-PA) [25]

Fluorescencni sondy na bazi pyrenu vykazuji v polymernich matricich (PS, PMMA,
PVC) silné absorp&ni maximum pii 25 500 cm™. V této oblasti nastava buzeni fluorescen-
ce. Fluorescenéni sondy vykazuji nékolik skupin s maximem na 25 500 cm™ pro pyren,
dvé skupiny 25 800 cm™ a 24 800 cm™ pro 1-brompyren a 24 000 cm™ pro sondu PY-PA.
Tyto hodnoty byly naméfeny v polymerni matrici PMMA pii koncentraci sondy 0,002
mol/kg. [25]

Vliv kysliku je pro kazdou z téchto sond riizny. Pyrenova sonda je velmi citliva na
pritomnost kysliku. Zivotnost této sondy byla zkoumana v prostiedi metanolu. Pokud tento
roztok obsahoval kyslik, polo¢as luminiscence této sondy byl 18 ns, pokud neobsahoval,
polodas luminiscence této sondy se zvysil na 390 ns (mé&feno pii koncentraci 2,12.107
mol/dm’). Pro sondu PY-PA se vlastnosti, v zavislosti na ptitomnosti kysliku, neménily.

Podobné vlastnosti byly objeveny také v polymerni matrici. Pro PMMA byla u pyrenové
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sondy zjiStén polocas luminiscence 226 ns, v porovnani s I-brompyrenovou sondou (4,4

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

Dalsim dualezitym aspektem je kvantovy vynos fluorescence, méfeny v porovnani
s antracénem z vySe zminénych divodu. Méfeni tohoto aspektu byla podrobena sonda PY-
PA. Nejvyssi hodnoty, tedy 9,3x vétSiho kvantového vytézku fluorescence se dosahlo
v polymerni matrici PS, nejniZ§i hodnota byla v PMMA (1,2x) a v matrici PVC byla tato
hodnota 4,9x, pti koncentracich sond 0,002 mol/kg. Zajimavym prvkem sondy PY-PA je
koncentracni zavilost na pozici fluorescenéniho maxima. Pro polymerni matrice PMMA a
PVC, a pro koncentrace 0,002 az 0,04 mol/kg, byl rozdil v posunu o 1000 cm™. A pro po-
lymerni matrici PS 500 cm™. U sond pyren a 1-brompyren tento posun nebyl pozorovan.
Nejjednodussi vysvétleni spociva v agregaci molekul dané sondy v tuhé polymerni matrici.
Toto tvrzeni je vSak tézké dokdzat, v submikroskopickém métitku jsou totiz tyto plnéné
filmy opticky transparentni. Pfedpokladem vSak zlistava, Ze sonda PY-PA je pomérné cit-

livym type pro tuto agregaci. K prokazani je vSak tieba dal$iho vyzkumu. [25]

4.2 Vyuziti fluorescencnich sond podle ucelu charakterizace

Fluorescencni techniky obecné nachdzi Siroké uplatnéni pro vyzkum a charakterizaci
polymernich materiald. Fluorescencni sondy mnohdy nahrazuji komplikované a nepiesné
metody. Diky zndmym zavislostem lze pouzit tyto sondy naptiklad pro sledovani pribéhu
polymerace v €ase, vySetiovani kombatibilizace polymernich smési, dispergaci barviv ¢i

jinych plniv, degradaci polymernich materiald atd. [24, 26, 27]

4.2.1 Méreni volného objemu v polymerni matrici

Pti chlazeni amorfniho polymeru, ptes teplotu skelného pfechodu, nastane v tomto
okamziku vysoky ndrtst viskozity a mechanickych vlastnosti. Pravé pii tomto dé&ji jsou
molekuly ,,uvéznény* v nerovnovazném stavu, charakterizovaném termodynamicky vys-
$im stavem nez by odpovidalo rovnovaznému stavu (energii 1 objemem) pro ?
k rovnovaznému objemu po danou teplotu. Rozdil objemi mezi skelnym stavem a mezi

stavem rovnovaznym je poté tzv. volny objem. [28]

Pro méteni volného objemu lze vyuZit fluorescencni sondy schopné tento jev indi-
kovat. Tyto sondy, oznacované téz jako molekularni rotory, jsou v zavislosti na okolnim
volném objemu schopné fluorescence. Na obrazku 12 je poté uvedeno nékolik takovych

v praxi vyuzivanych sond. [24, 28]
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Obrazek 12 fluorescen¢ni sondy vyuzivané pro meieni volného objemu. Azoben-

zén, stilben, 1,1‘-azonaftalén [28]

4.2.2 Meéreni Kritické micelarni koncentrace

Kriticka micelarni koncentrace ve vztahu k makromolekularni chemii, udava kon-
centraci, pfi niz se za¢nou v polymerni matrici tvofit micely kopolymeru. Blokové kopo-
lymery se vyuZzivaji ke kompatibilizaci polymernich smési. Jako ptiklad miZe poslouzit
smés PMMA a PS, kde se jednotlivym polymeriim ptidava blokovy kopolymer sloZzeny
praveé z téchto polymera. Tento kopolymer poté zajiSt'uje adhezi na rozhrani téchto poly-
mert, chovanim pak pfipomina povrchové aktivni latku. Kazdy blok kopolymeru se poté
misi s jednim s homopolymert. Pokud je kompatibilizace GspéSna, nachazi se kopolymer
na rozhrani nemisitelnych slozek, kde snizuje povrchové napéti a pomaha tak rozpadu do-
mény v priubéhu tepelné-mechanického zpracovani. Diky kompatibilizaci polymerni smési
je mozZné ziskat nové materidly pifi minimalnich nakladech a relativné jednoduchych po-
stupech. Kompatibilizace ma také obrovsky potencidl pii recyklaci polymernich odpa-

di.[26, 27]

Utinnost blokového kopolymeru miize byt vyraznd sniZena z diivodu termodyna-
micky fizené tendence tvofit micely, v pfipadé kdy jeho koncentrace presdhne hodnotu
kritické micelarni koncentrace. Proto je velice dulezité¢ znat tuto hodnotu, ktera je velmi
zé&visla na molarnich hmotnostech jednotlivych ¢asti blokového kopolymeru a mit moznost
tuto koncentraci métit 1 kdyz odpovida velice nizké koncentraci. Tato méfeni jsou slozita a
doposud pouzivané¢ metody nebyly ptili§ presné. Zde nachazi uplatnéni fluorescencni spek-
troskopie. Pokud pouzijeme fluorescencni sondu, kterd je citlivd na tvorbu micel. Pfi této
technologii 1ze dosahnout vysoké piesnosti 1 pfi velmi nizkych koncentracich (0,001-
0,0001 hm.%) kopolymeru ve smési homopolymert. Pro toto studium lze pouzit fluo-
rescencné znacené blokové kopolymery, nebo lze pouzit intrinsické fluorescence jednoho
z koncli polymernich fetézcl (napiiklad styrenové jednotky u kopolymeru S-MMA
v matrici PMMA), kdy tyto jednotky za¢nou vykazovat fluorescenci, pokud jsou uzavieny

uvnitt micely. [27, 29]
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4.2.3 Méreni polarity polymerni matrice

Me¢feni polarity uvnitt polymerni matrice se provadi pies méfeni permeability pro-
sttedi (dfive dielektricka konstanta). Nej€astéji pouzivanou sondou pro tento ucel je pyrén.
Tato fluorescencni sonda ma vysokou zavislost pravé na polarité okolniho média. Nicméné
tato sonda je pouZitelnd jen v omezeném rozsahu teplot. Pro vétsi teplotni rozsah byly vy-

vinuty nové fluorescencni sondy. [30]

Fluorescencni sonda karbazol-teraftalat cyklopentan, ktery je vyobrazen na obrazku
tfinact, je vhodnou sondou pro méteni polarity danych materialu v Sirokém pasmu teplot, a
to predev§im diky unikatni konstrukei, kterd si zachovava svou konformaci 1 v prosttedi

tuh¢ho polymeru.[30]

Dalsi zajimavou sondou pro méteni polarity v polymerni matrici je latka odvozena
od fluorescen¢ni sondy v anglické literatufe uvadéné jako ,,fluoroprobe (FP), v doslovném
piekladu fluorosonda, a od ni odvozena sonda maleimido fluoroprobe (MFP). Tato fluo-
rescencni sonda je oznacovana za nejcitlivéjsi sondu pro méteni polarity media. Jeji che-
micka struktura je uvedena na obrazku 13. Studium této sondy ukdzalo, ze se v prub&hu
polymerace soucasn¢ zabudovava do fetézce, coz zplisobuje zvysSeni intenzity fluorescence
uz v pocatecni, nizko viskozni ¢asti polymerace. Diky této vlastnosti je tak mozno pozoro-
vat 1 stupenl polymerizace. Polarita média je poté pozorovatelna diky tzv. modrému posunu

maxima fluorescence.[30]
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Obrazek 13 fluorescen¢ni sondy pro méteni polarity (I) karbazol-teraftalat cyklo-

pentan (2) MFP [30, 31]
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4.2.4 Méreni dispergace plniva v polymerni matrici

Dalsi velice zajimavou aplikaci fluorescencnich sond je méteni stupné dispergace
plniva v polymerni matrici. Pro tento ucel poslouzila fluorescenéni sonda Nilska
modi (NB). Tato sonda byla zaclenéna do plniva pomoci iontové vyménnych procest.
Takto oznacené plnivo bylo pak michdno s polymerni matrici. V systému sonda-plnivo
nebyla zaznamenana zadna fluorescence z ditvodu koncentraéniho zhaseni. Pii1 dispergaci
plniva poté nastalo uvolnéni sondy do polymerni matrice, kde jiz byla naméfena fluores-

cence.[32]

Pouziti této fluorescencni sondy je dvoji. Prvni moznost je méteni stupné disperga-
ce plniva v ¢ase hned za vytlaCovaci hlavou, bez nutnosti pravidelného odbéru vzorkl a
destruktivnich metod ur€ovani. Druhou moznosti je pak moznost vyladit veSkeré paramet-
ry michani v case podle naméfenych dat. V praxi byl provadén vyzkum, kdy
v polyamidu 11 byly dispergovany silikatové nanocastice ozna¢eny sondou NB. Vysledky
ukézaly, Ze pfi Spatné dispergaci bylo maximum fluorescence na 500 nm (excitace byla
provadéna vilnovou délkou 407 nm). Zatim co pii dobré dispergaci bylo toto maximum

posunuto na 610 nm. [32]

{ Hl/ N
~ L 0—S=0
H,N 0 “‘jf’ﬁ\cH;3 |

H4C

Obrazek 14 Fluorescencni sonda Nilska modi. [33]
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5 PRISTROJOVE VYBAVENI UNIVERZITY TOMASE BATI

Moznost provadét méfeni a vyzkum polymernich material pomoci fluorescencnich
sond, je poslednim aspektem této prace. Univerzita Tomase Bati disponuje dvéma piistroji
schopnymi méfit fluorescenci. Ptistroj FS 920 Edinburgh Instruments umistény na Fakulté

technologické, budova Ul a ptistroj Shimadzu RF-1501 umistény v budové US.

5.1 FS 920 Edinburgh Instruments

FS 920 je modularni, pocitacem tizeny spektrofluorimetr, pro méfeni luminiscence
v ustdleném stavu spektra, v rozsahu od ultrafialové oblasti, az do blizké infracervené ob-
lasti, s citlivosti jednoho fotonu. Tento pfistroj v sobé kombinuje maximalni citlivost a
vysoké spektralni rozliSeni. Tento spektrofluorimetr je idealni pro naro¢né aplikace v §iro-

ké oblasti vyzkumu.[34]

Spektrofluorimetry fady FS920, pouzivaji monochromatory znacky Czerny-Turner,
s vysokou kvalitou difrakénich miiZzek. VInova délka je nastavitelna, diky mikro-krokovym
motortim s velikosti kroku 0,5 nm. Rovnéz tato fada vykazuje vyborné vlastnosti, co se
tyCe potlaceni rozptylu svétla. To je zésadni pro vzorky, které vykazuji nizky kvantovy
vytézek fluorescence, nebo vysokou uroven rozptylu. Co do spektralniho rozsahu, lze pro-
vadét luminiscenéni méfeni o vlnovych délkach od 185 nm az do 1700 nm, pfi pouZiti fo-
tonasobici pro jednofotonovou detekci. Pti pouziti analogové detekce 1ze dosdhnout méte-

ni az do 5000 nm.[34]

Pro potlaceni moznych instrumentalnich chyb pfi méfeni emisnich a excitacnich
spekter vzorku, je mozné pouzit spektralni korekci. Ta se provadi pomoci diive naméie-
nych korek¢nich soubort. Nekorigované excitaéni spektra jsou ovlivnény spektralnim vy-
konem svételného zdroje (v tomto piipade je svételnym zdrojem xenonovéa obloukova
lampa typu CW 450 W), ptipadn€ chybou monochromatoru. Tyto spektra jsou korigovana
pomoci vestavéného referen¢niho detektoru. Podobn€ nekorigovand emisni spektra mohou
byt ovlivnéna G¢innosti monochromatoru a spektralni odezvou detektoru. Pro korekcei se
pouziva unikatni korekéni soubor, ktery se pro kazdy spektrometr ziskava kalibraci pomoci

kalibrovaného zdroje svétla.[34]

Diky tomuto pfistroji je mozné méfit anizotropii fluorescence za ustilené¢ho stavu,
kterou ziskame z polarizovaného excitatniho a emisniho spektra. Tato spektra jsou poté

dalezité kvili pfimému vztahu anizotropie excitace k orientaci mezi excitaci a emisi dipd-
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4. Teplotni a rozpoustéci analyza zavisla na takovéto anizotropii, je vykonny nastroj pro
studium rotace fluoroforti, nebo rotace molekul témito fluorofory oznacenych. Dalsi moz-
nost méfeni na tomto pristroji je métfeni kinetiky napf. chemické reakce, nebo priubéhu
polymerace. Kdy tento piistroj méfi za konstantni emisni a excitacni vinové délky zménu

intenzity fluorescence v predem zadanych ¢asovych usecich. [34]

Obrazek 15 spektrofluorimetr FS 920 Edinburgh Instruments

5.2 Shimadzu RF-1501

Tento fluorescencni spektrofotometr Japonské firmy Shimadzu disponuje optikou,
diky niz dosahuje tento pfistroj vysoké citlivosti za velmi kompaktnich rozméra. V piistro-
ji je umisténa xenonova lampa o vykonu 150 W, umoznujici méfeni od 220 nm az do 900
nm s presnosti nadstaveni vinové délky = 5 nm. Systém umoziuje automatické vyhledani
optimalni vinové délky pro excitaci a emisi zafeni. Umoziuje vysokorychlostni skenovani

(3700 nm/min) s moznosti kvantitativnich méfeni. [35]
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ZAVER

Fluorescencni spektroskopie je dnes v mnoha ohledech nenahraditelnou moZznosti
vyzkumu polymernich materialu. Vyzkum novych technik a novych latek, pouzivanych
jako fluorescenéni sondy, napomahd k ziskani levnéjSiho, rychlejSiho a presnéjSiho vy-
zkumu polymera. Jiz dnes jsou techniky fluorescencni spektroskopie nenahraditelné napii-
klad pro stanovovani kritické micelarni koncentrace, nebo zjisténi dispergace plniv nede-
struktivnimi metodami. Fluorescen¢ni spektroskopie dnes disponuje nepiebernym mnoz-
stvim fluorescen¢nich sond s vysokym potencidlem vyuziti nejen v makromolekularni

chemii.

Jako velké vyhoda se v mnoha aplikacich jevi moZnost sledovani daného jevu v Case,
kdy miizeme v kratkych Casovych intervalech pozorovat zménu vlastnosti a podle ni taky
okamzité na tuto zménu reagovat, a to vSe bez nutnosti odebirani vzorkl z vySetfovaného
systému sonda-polymer a bez nutnosti vyuziti destruktivnich metod, jako je naptiklad

transmisni elektronova mikroskopie.

I pfes mnoho vyhod této techniky existuje 1 mnoho probléma. Jsou to napiiklad chy-
by v méfeni zplisobované vnitinim filtraénim efektem prvniho a druhého druhu. Dal$im
problémem, ktery je Casto zminovan v literatute, je problém tvorby dimeru, nebo agregace
sondy v polymerni matrici. Casto se pouZivd pro porovnani vlastnosti sondy umisténé
v polymerni matrici sonda umisténa do nizkomolekularni latky, u které se predpoklada
podobna polarita. Polymerni fetézce jsou vSak vice omezeny v pohybu, tudiz ani pfi niz-
kych koncentracich sondy nejsou schopny tuto molekulu solvatovat tak, jako molekuly
nizkomolarniho rozpoustédla. Podobnych problémd, vice ¢1 méné fesitelnych, existuje cela

fada. Vyhody této metody charakterizace ale prevladaji nad nevyhodami.

Fluorescencni sondy nachazeji uplatnéni v charakterizaci termoplastl v nékolika pii-
smési polymert, zjiSténi polarity uvnitt tuhé matrice polymeru. Diky chemicky specific-
kym sondam je mozné analytické zjiStovani iontii v termoplastickém materidlu, vyznamna
je moznost sledovani prabéhu polymerace, ptipadné degradace materidlu. Dal§im vyuzitim
je sledovani dispergace plniva v polymerni matrici. Dal§i moznost uplatnéni je méteni vol-
ného objemu a teploty skelného piechodu polymeru. Meéfeni vlastnosti polymert
s vyuzitim fluorescen¢nich sond ve Zlin€ nebylo dosud uskute¢néno, avSak potiebné zafi-

zeni zde je.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A Absorbance [-]
Atd. A tak dale
DNA Deoxyribonukleova kyselina
Eem Emitovana energie [J]
Eabs Energie absorbovana [J]
FP Fluoroprobe
MFP Maleimido fluoreprobe
MQAE N - (Etoxykarbonylmethyl) - 6 - metoxyquinolinium bromid
Nem Pocet emitovanych kvant [-]
Nabs Pocet absorbovanych kvant [-]
NB Nilskd modf
Obr. Obrazek
PY-PA 15-(1-pyren)-7,15-diazadispiro [5,1,5,3] hexadekan
RNA Ribonukleova kyselina
Si Excitovany singletovy stav
So Zakladni stav singlem
T Excitovany tripletovy stav
Tzv. Tak zvany
Tj. To jest, nebo tak jest
T Transmitance [-]
Uuv Ultra fialové zateni
VIS Viditelné zazeni
o Absorptance [-]
Vlnovéa délka [m]
OF Kvantovy vytézek fluorescence [-]
() Zarivy tok po absorpci [Im]
dy Zarivy tok pted absorpci [Im]

X Energeticky vytézek fluorescence [-]
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