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Abstrakt: Riboflavin, vitamin Bs, je v téle nedilnou soucasti. V nasem téle funguje jako
prekurzor pro vyrobu flavin mononukleotidu a flavin adenin dinukleotidu, které télo vyu-
ziva napiiklad v mitochondridlnim dychacim fetézci nebo Krebsové cyklu. Porozuménim
procesu zhaseni singletniho kysliku a identifikaci efektivnich zhésec¢t mtizeme pozitivné
ovlivnit nase zdravi. Diky absorp¢nim a fluorescenénim spektrim jsem byl schopny potvr-
dit vznik lumichromu a cyklodehydroriboflavinu. Pomoci ¢asové rozlisené detekce luminis-
cence singletniho kysliku v roztocich riboflavinu a azidu sodného jsem zkoumal vliv téchto
latek na dobu zivota singletniho kysliku a tripletnich stavt riboflavinu. Bylo potvrzeno,
ze riboflavin fotosenzibilizuje singletni kyslik. Zhéaseni singletniho kysliku riboflavinem
nebylo pozorovano. Ani v pripadé produkce singletniho kysliku ftalocyaninovym fotosen-
zibilizatorem k jeho zhaseni riboflavinem nedochazelo.
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Abstract: Riboflavin, also known as B, vitamine, has an important role in our body
metabolism. It is a precursor for flavin mononucleotide and flavin adenin dinucleotide
synthesis. Our body uses these substances in mitochondrial respiration or Krebs cycle. We
can improve our health if we understand better quenching of singlet oxygen and effective
quenchers themselves. We have measured absorption spectra of riboflavin in detail and
were able to identify lumichrome and cyclodehydroriboflavin in them. I have studied the
influence of riboflavin and sodium azide on lifetime of singlet oxygen and triplet states
of riboflavin via time-resolved luminescence of singlet oxygen in those solutions. It was
confirmed that riboflavin is photosensitizer of singlet oxygen. Quenching of singlet oxygen
by riboflavin was not observed. Same result was observed, when different photosenzitizer,
AI(III) phthalocyanine chloride tetrasulfonic acid in our case, was used to produce singlet
oxygen.
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1 Uvod

Kyslik, jakozto molekula nezbytnd k nasemu zivotu, je velmi diilezitou molekulou v
lidském téle. Jeho reaktivni forma, singletni kyslik, nese dvé dilezité role. Prvni je role
molekuly poméhajici s obranou proti virovym, bakterialnim a nadorovym onemocnénim.
Ve druhé roli funguje jako toxickd molekula, kterda v urc¢itém mnozstvi mize naopak k
nadorovym onemocnénim dopomoci.

Singletni kyslik v téle prirozené vznika pti mitochondridlnim elektronovém prenosu a
télo jeho hladinu udrzuje pomoci prooxidantii a antioxidanti.

Riboflavin, jinak znamy jako vitamin Bs, je ptirodni zluté barvivo, které je slabé roz-
pustné ve vodeé (8,47 mg na 100 ml). Je velmi odolny proti vysokym teplotdm a jednoduse
podléha fotodegradaci. Uastni se procesit v téle, které reguluji mnozstvi reaktivnich fo-
rem kysliku. Latky jako flavin adenin dinukleotid (FADI) a flavin mononukleotid (FMN),
které v téle hraji dilezitou roli v dychacim fetézci, Krebsové cyklu a jinych metabolickych
drahéach, si télo vytvari pravé z riboflavinu, ktery neni schopno samo syntetizovat.

Moje bakaldrskd [1] prace ukédzala, Ze interakce riboflavinu se singletnim kyslikem
neni jednoduchd, proto na ni magisterskd prace navazala dalsimi méfenimi. Jejim cilem
je prozkoumat produkci a pfipadné zhaseni singletniho kysliku riboflavinem a jeho fo-
toprodukty, které pti ozareni vznikaji. Zamérime se proto na fotodegradaci riboflavinu
a vznik fotoprodukt béhem jeho excitace svétlem. Porovname a pokusime se vysvétlit
zmény v tvorbé a zhaseni singletniho kysliku béhem tvorby fotoprodukti, které srovname
s jevy pozorovanymi v absorpci a fluorescenci. Porovname tvorbu fotoproduktt pii pou-
ziti azidu sodného jako specifického zhésece singletniho kysliku. Ovérime, zda-li riboflavin
zhasi singletni kyslik vytvoreny jinym fotosenzibilizatorem, v nasem pripadé chlorohlini-
tym tetrasulfoftalocyaninem (AlPcSy).



2 Teorie

2.1 Vlastnosti a struktura riboflavinu

Molekula s trivialnim nazvem R je té7 zndm4 jako vitamin By. Jeji chemicka struk-
tura je znazornéna na obrazku €. [I] a skladd se ze dvou ¢ésti — flavin a ribitol.

Flavinova ¢ast, jinak téz nazyvana isoalloxazinové jadro, se sklada (zleva doprava) z
benzenového, pyrazinového a pteridinového jadra a jeji oxidovana forma je zodpovédné
za zlutou barvu (z latinského flavus, ,zluty“). Ribitolova ¢ast, redukovand forma cukru
ribézy (CsH120s5), tvori druhou éast riboflavinu.

RE je ve vodé rozpustny vitamin, ktery nase télo vyuziva pro syntézu dileZitych mo-
lekul (EADI a [FMN]) pro ruzné metabolické cykly, jako je napiiklad dychaci fetézec a
Krebsuv cyklus. Je nezbytny pro spravné fungovani bunék, mozku, oci, traviciho traktu,
ktize a metabolismu. Poméaha vstrebavat tuky, proteiny a karbohydraty. Lidsky metabo-
lismus ztratil schopnost si ho syntetizovat [2]. Bakterie v tlustém streveé ho sice syntetizuji,
ale ne v dostatecném mnozstvi. Je proto nutné jej prijimat z potravy, nejcastéjsim zdrojem
jsou vajicka, jatra, ovesna kase, mléko, drozdi a dalsi. Jelikoz je tento vitamin rozpustny
ve vodé, predavkovani jim vétsinou nehrozi. Doporucena denni davka je 1,3 mg pro muze
(19 -50 let) a 1,1 mg pro zeny (19 -50 let)[3], [4]. Vyjimky nastavaji pro déti, dospivajici
a téhotné zZeny, kde se doporucené davkovani lisi.

V pripadé deficitu riboflavinu se $patné vstrebavaji makronutrienty (karbohydraty,
tuky, proteiny), nastava tinava, Spatné vidéni, otekly krk, a dokonce i mozné deprese.
Dochézi téz k poskozeni kuze (kozni praskliny, svédéni, vyrazka okolo tst), k degeneraci
jater a muze taktéz nastat ztrata vlasu a reproduktivni problémy. Deficit je ale zvratitelny
pii spravné 16¢bé [5.

CH; N
CH3 N \N/&O

HO wOH

OH

Obrazek 1: Chemickéd struktura Riboflavinu (RF). Modie je vyznaceno isoalloxazinové
jadro, Cervené je vyznacen ribitol.

17,8-Dimethyl-10-[(2S,3S,4R)-2,3,4,5-tetrahydroxypentyl]benzo[g]pteridin-2,4-dion je jeji
systematicky ndzev, 6,7-dimethyl-9-(1-D-ribityl)isoalloxazin je jeji trividlni ndzev
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2.1.1 Vyuziti pri tvorbé FAD a FMN

REFIma v téle dilezitou roli. Je to prekurzor pro tvorbu flavin mononukleotidu (FMN]),
ze kterého télo vytvaii flavin adenin dinukleotid (EADI).

O er\de

% ~N

NS NH Wl
0]

Ty

. “OH

N O]
P g\f
HO N

Obrazek 2: Struktura molekul (vlevo) a (vpravo)

V téle je taktéz velmi dilezitd redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotidu
a oxidovand forma nikotinamid adenin dinukleotidu (NADT)). Funguji jako pte-
nasece vodikovych atomi. Dokazou prijimat hydridovy anion, ktery posléze predaji dale
s uvolnénim energie. [FMN| v téle funguje mimo jiné jako kofaktor pro dehyd-
rogenasu v redoxnich reakcich. Funguje téz jako kofaktor v receptorech modrého svétla.
Fototropiny, svétlem aktivované autofosforylujici serin /threonin kindsy, navazou dva[FMN]
a vyuzivaji je jako chromofory schopné absorpce modrého svétla [6]. FEMN mazeme najit
predevsim v membranovych proteinech v bunice a zastava dilezitou roli v elektronovém
systému mitochondrii. V tomto systému pomahéa oxidovat NADH]| na INADT] které jsou
pak vyuzity v citratovém cyklu.

je podobné jako [FMN| vyuzivan v aerobnich procesech, funguji tam jako kofak-
tory pro oxidazy. ale na rozdil od [EMN] funguje i v anaerobnich procesech, tieba jako
kofaktor pro reakce dehydrogendz [9). existuje ve 4 forméch. Flavin-N(5)-oxid, chino-
nové forma [FAD] semichinonova forma FADH a nakonec hydrochinonovd forma FADHS,.
Télo vyuziva ve slozitych oxidac¢nich reakcich, jako jsou naptiklad dehydrogenace
C-C vazby na alken, oprava DNA, elektronovy transport, biosyntéza nukleotidi a dalsi.
Nejvyznamnéjsi vyskyt je v Krebsové cyklu (citratovém cyklu), kde se vyuziva jako
katalyzator pro sukcinat dehydrogendsu, ktera méni sukcinat na fumarat. Vysokoenerge-
tické elektrony z této oxidace jsou pak predany ktery se tim redukuje na FADH,.
Tyto elektrony jsou pak vyuzity déle v elektronovém fetézci a FADH, je zpatky premé-
néno na [FADL Tato energie je ekvivalentni zhruba jeden a pul ATP. mé vyhodu
oproti NAD+ v tom, Ze dokaze prenaset jednotlivé elektrony.



SEHHOICO n.u......o o.on ou ooooultr

=
o)

syntéza NADH o

2
NAD'+H"
! ATP
ADP Citratovy

. cyklus
P Matrix

0, Fumarat ,Sukcinat

.‘................... 90g:
5 +

Vnitini membrana

0
0
o
()
o
)
()
()
()
o)
()
0
()
o
()
()
()
)
2
®

&

=29

5 7 ").uooooooooooooooooncao
"Oooooooooooooo.ooooooo..

’.'Ooooo ooo.o

G
Rio'slo’sle oo_g_.o "5'..
N

Obrazek 3: Transport elektront v mitochondriich. NADH a sukcinat vytvoreny citratovym
cyklem slouzi jako zdroj energie pro ATP syntdzu a tedy tvorbu ATP v bunkéch.
predavé elektron [FMNl v komplexu I a sukcindt predava elektron v komplexu II.
Ptenos elektront pres membranu tvori gradient koncentrace protonti a ten pohani syntézu
ATP [7]. Tento obrazek je prevzat a upraven z [8].

2.2 Reaktivni formy kysliku

Molekuly ¢i atomy mohou obsahovat ve svém elektronovém obalu nesparovany elek-
tron, diky kterému je dany atom ¢i molekula vysoce reaktivni. Mezi reaktivni formy
kysliku ([ROS) fadime chemické formy vychézejici z diatomové molekuly kysliku, vody
a peroxidu vodiku. Jedny z vyznaénych molekul jsou napiiklad superoxidy (-O57), hyd-
roperoxidy (HOO-), hydroxylové radikdly (-OH-, které nejsou tak reaktivni), singletni
kyslik @ a vyexcitované karbonyly [10]. Singletni kyslik je ale oproti ostatnim ne-
radikélni a excitovany. Reaktivni formy kysliku jsou pro télo toxické a skodlivé, singletni
kyslik je v malych mnozstvich mirné skodlivy. Problém nastava, pokud je ho hodné. O
jeho spravné mnozstvi se staraji prooxidanty a antioxidanty.

ROS v téle vznikaji béhem metabolismu molekuldrniho kysliku. Je to predevsim elek-
tronovy prenos v mitochondriich béhem aerobniho dychani. -Os je tvoren komplexy I a I11
v obrazku ¢. 3| Tvorba téchto ROS je ovlivnéna potencidlem vnitini membrany a hladinou
vapniku v krvi [11].

Jak jiz bylo zminéno, ROS mohou télu prospivat, stejné tak jako mu skodit. Maji velky
vyznam v bunééné signalizaci a vyskytuji se v uréitém mnozstvi ve vétsiné bunék. [[Oy]
nam v téle pomaha v boji proti bakteriim a virim, béhem procesu fotodynamické terapie
s bojem proti rakovinnym bunkam. Pomaha taktéz v boji proti trombdze, pokud je v krvi
v idedlnim mnozstvi (do 0,5 mmol/1 [10]).

Stejné tak, jako pomahd télu v imunitnim systému, tak ve velkém mnozstvi mize
byt pro télo skodlivy. Vysoké koncentrace [[Og] jsou karcinogenni, protoze jeho reaktivita
muze zpusobit poskozeni DNA [12]. Ta potom vede k nekontrolovanym mutacim a mize
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vést k progresi karcinogeneze. Zmén v DNA miize byt hodné, od modifikaci bazi, pres
preskupeni DNA sekvence az po duplikace genovych sekvenci. ROS kontroluji vnitini
procesy v bunkéch, naptiklad apoptdzu, bunécné starnuti a proliferaci (hojné mnozeni).

2.3 Prooxidanty a antioxidanty

Antioxidanty inhibuji proces oxidace. V pripadé volnych radikala elektronova struk-
tura antioxidanti umoznuje darovat elektron, aniz by se samy radikalem staly. Antioxi-
danty tak inhibuji nebo prodluzuji proces oxidace v bunkéch, ktery by jinak pokracoval
kaskadovité za vytvoreni mnoha radikalt. V pifpadé [[O4] je to tak, Ze se na antioxidant
pienese excitaéni energie z [[Og] a viyménnym mechanismem se z [[Oy stane tripletni kys-
lik (PO, tedy kyslik v zakladnim energetickém stavu.

Teélo tyto antioxidujici procesy provadi v nékolika vinach [13]. V prvni vIné se za po-
moci preventivnich antioxidantii snazi zneutralizovat co nejvice volnych radikala. Ackoliv
presné procesy nejsou zatim dobfe popsany, fadi se mezi zdroje radikali kovem indu-
kovany rozpad hydroperoxidi a peroxidu vodiku. Aby se télo vyhnulo témto procestum,
antioxidanty predbézné meéni hydroperoxidy a peroxidy vodiku na vodu a alkohol bez
vytvareni volnych radikali. Dobrym prikladem je glutathion peroxidasa, ktera redukuje
peroxid vodiku na vodu. Ve druhé vlné se antioxidanty snazi kaskadovou reakci zastavit
tim, ze potlaci zacatek retézové reakce nebo neutralizuji radikédly v pribéhu této kaskady.
Treti vlna je obnoveni antioxidant a oprava poskozenych bunék. Proteolytické enzymy
a peptidasy pritomné v cytosolu a mitochondriich bunék potom rozpoznavaji a opra-
vuji oxidativné poskozené proteiny. Pokud je poskozena i DNA, nukledzy a glykosylazy ji
opravi.

Adaptace téla zde hraje taktéz roli. Télo dostane signal o produkci a reakcich volnych
radikall a v tomto misté se pak indukuje formovani antioxidantti. Nékteré antioxidanty
si télo samo vytvari, mezi nejvyznamnéjsi patii naptiklad kyselina mocova, ubichinol ¢i
glutathion [13]. Velkou porci antioxidanti télo prijimé z potravy. Hlavni slozkou piijmu
antioxidantl ze stravy je zelenina a ovoce. Vitamin C, E a B-karoten se mezi né fadi na
prvni mista. Dalsi jsou naptiklad isoflavonoidy, indoly, luteiny, méd a spousta dalsich.

Prooxidanty jsou naopak jakékoliv endobiotické ¢i xenobiotické latky, které podpo-
ruji oxidativni stres v buiikdchP], a déli se do mnoha skupin. Oxidativni stres miize za
uré¢itych podminek vytvaret mnoho zdroji, od 1ékt, pesticida, fyzického cviceni az po
atomy kovti v krevnim tecisti, okoli a klima, mentalni stres. Za urcitych podminek mutzou
i antioxidanty fungovat jako prooxidanty |14]. Do nejvyznamnéjsich prooxidanti miazeme
zatadit napriklad peroxid vodiku, ozon, hydroxylové skupiny, kyselinu chlornou. Tyto sub-
stance si fagocytyl’] vytvareji samy jakozto obranny mechanismus proti patogentim. Je za
to odpovédnd nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPHI) oxidésa, spolu se kterou
se zacnou tvorit za zvysené koncentrace kysliku pravé zminéné latky.

2at uz generaci [ROY nebo inhibici antioxidant®
3buiiky schopné fagocytézy, tedy pohlcovani pevnych ¢astic pies jejich membranu

7



2.4 Luminiscence

Podle TUPA(Y je luminiscence definovana jako spontanni emise zateni z elektronové
a vibracné excitovanych stavi, které nejsou v termdlni rovnovéze se svym okolim [15].
Nejdrive tedy dochazi k excitaci elektronu z elektronového obalu molekuly dané latky.
Béhem deexcitace tento elektron muze vyzarit foton o delsi vinové délce nez mé excitacni
zareni, tudiz i mensi energii (Stokestiv posun). Je to tedy prebytek zafeni latky nad jejim
tepelnym zarenim po ukonceni excitace. Tato spontanni emise musi po skonc¢eni budiciho
ucinku trvat urcitou dobu. Nékdy se luminiscence nazyva studené zareni. Latky vyzarujici
svétlo timto mechanismem se nazyvaji luminofory.

Luminiscence nastava, pokud latka absorbuje energii at uz z vysokoenergetického za-
feni nebo z chemickych reakci, elektronovych paprski apod. Tato energie vyexcituje mo-
lekuly ¢i atomy v latce a protoze jsou tyto excitované energetické stavy atomil nestalé,
tak se tato energie preméni na teplo, nebo se vyzari. Efektivita luminiscence ale zalezi na
dané latce, protoze ne kazda latka luminiskuje tak, aby se dala vyuzit v praxi.

Luminiscenci mizeme rozdélit podle zpiisobi excitace do nékolika podkategorii:

o Termoluminiscence — excitovany stav elektronu je po urcité obdobi (v fadech i stovek
let) uvéznén v krystalové struktufe. Po pfijeti tepelné energie elektrony prekonaji
energetickou bariéru pasti a mohou zarivé relaxovat. Termoluminiscence je casto
vyuzivana u svétélkujicich barev (bezpec¢nostni tabule) a pro dozimetrii ionizujictho
zéfeni’} Tuto metodu lze pouzit i na datovani predméti.

e Mechanoluminiscence — nastava pfi mechanické namaze pevnych latek, napriklad
triboluminiscence cukru. Lze ji dosahnout i ultrazvukem.

o Chemiluminiscence — emise svétla je vyvolana chemickou reakci, napiiklad reakce
luminolu s peroxidem vodiku. Radi se sem i podskupina bioluminiscence, kam patii
naptiklad zareni svétlusek pomoci luciferinu.

o Elektroluminiscence — pii pruchodu elektrického proudu danou latkou jsou elektrony
excitovany z valené¢niho do vodivostniho pasu, odkud mohou zarivé relaxovat zpét.
Elektroluminiscence je vyuzivana LED diodami.

o Fotoluminiscence.

2.5 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence je v této praci zasadni. Excitace elektront je vyvolana pouze pred-
chozi absorpci fotonu. Tyto excitované elektrony maji bud stejnou nebo opac¢nou spinovou
multiplicitu jak pred excitaci. Fotoluminiscenci délime na:

o fluorescenci
o fosforescenci

e zpozdénou fluorescenci

4International Union of Pure and Applied Chemistry, tedy Mezindrodni svaz ¢isté a aplikované
chemie

Skontrola mnozstvi radiace, které dostali pracovnici na oddélenich ionizujiciho zafeni, napt. nuklearni
medicina nebo rentgenologie



Pri fluorescenci jde o prechod mezi stavy se stejnou spinovou multiplicitou a lumi-
niscencni efekt tak trva od pikosekund po mikrosekundy (]16], [17], [18]), protoze jde
o spinové povoleny ptechod.

Fosforescence je mechanismus trvajici od mikrosekund po desitky minut. To je zpt-
sobeno tim, ze excitovany elektron zméni preklopenim spinu multiplicitu excitovaného
stavu, a diky tomu nemize zpatky deexcitovat do zakladniho stavu. Tento proces je malo
pravdépodobny, a proto fosforescence trva mnohonasobné déle.

Béhem zpozdéné fluorescence se excitovany elektron dostava do tripletniho stavu.
V momentu, kdy se elektron dostane zpét do stavu singletniho, deexcituje na zakladni
energetickou uroven a vyzari foton. Zpozdéna fluorescence je to proto, ze prechod z tri-
pletniho do singletniho stavu (zakazany prechod) tuto deexcitaci vyrazné zpomali. VIinova
délka vyzareného fotonu je stejnd jak u primé fluorescence.

Dva typy této zpozdéné fluorescence se nazyvaji E-typ a P-typ. V E-typu se jedna
o absorpci jednoho fotonu za linedrni zavislosti intenzity emise na intenzité budiciho
zateni. Je Casto vyvoldvana zahfivanim dané latky ¢i systému, nebo taktéz statistickou
fluktuaci elektroni (v piipadé, Ze rozdil mezi singletni a tripletni hladinou neni ptilis
vysoky). V P-typu se jednd o kolize molekul, které jsou v tripletnim stavu. Jedna z nich
svoji energii nezafivé preda té druhé, kterd se vyexcituje do singletniho stavu} Tento
efekt je dvoufotonovy a tedy intenzita fluorescencéni emise je imérna c¢tverci intenzity
budictho zéfeni [19]. Singletnim kyslikem zpoZdé&na fluorescencd| (SOFDF) je tiet
typ zpozdéné fluorescence, kde kyslik funguje jako prenase¢ energie mezi 2 tripletnimi
stavy fotosenzibilizdtoru (*PS) [20]. Pfenosem energie z PPS na POy se vytvoii [[Oy] Tato
molekula nadale interaguje s jinym PPS] kterému pfedd energii za repopulace singletnich
stavii fotosenzibilizatori ('PS). Intenzita SOFDF zélezi na kvadratu koncentrace PPSl
Kinetiky SOFDF nejsou ale jednoduché diky piitomnosti [[O,] Mechanismus je popsany

rovnicemi (2.1]).

T1(PS) + 302 — SQ(PS) + 102

2.1
Tl(PS) + 102 — Sl(PS) + 302 ( )

fotosenzitizér kyslik fotosenzitizér

T,

=y

1

. s | hVsorpr
v A e’ >

"a':i_“ 30 ’::
SO £ 22 g)g,;' SO

Obréazek 4: Proces prenosu energie v mechanismu SOFDF. Prevzato a upraveno z |21].

Striplet-tripletni anihilace
7z anglického — Singlet oxygen feedback-induced delayed fluorescence



2.6 Fotosenzibilizace

Fotosenzibilizace je proces, pii kterém dochazi k prenosu energie z tzv. fotosenzibiliza-
toru (viz kap. [2.8) na jinou molekulu. Tento proces je hojné vyuzivany ve fotodynamické
terapii (viz kap. , v energetice (solarni panely), pfi vyrobé vodiku, k riznym chemic-
kym reakcim a dalsim procestim.

Proces se da vyjadrit jednoduse témito rovnicemi:

PS + hv — 'PS

ps £S 3pg

2.2
PS4+, — 'PS+ 1A, (22)

Energii fotonu hr absorbuje fotosenzibilizator (PS)) a pokud je tato energie dostatecné
velkd, vyexcituje se do vyssfho energetického stavu 'PS. Pfes procesy vysvétlené v obrazku
se dostavé do tripletniho stavu 3PS, ktery svoji energii bud vyzaii, nebo pied4 jiné
molekule. V nasem pripadeé kysliku v tripletnim stavu, ze kterého se stane kyslik singletni.
Proces si detailnéji popiseme na nasledujicim Jablonského diagramu.

vibraéni excitované stavy
8 (rotacni stavy nejsou zobrazeny)

n

A
S,

=
0

2z 1
B 1
| ISC — 3
A |N|F EET 1
1 A,
PN n| |rp
Y Y ]
Sn zakladni elektronowy stav DE SIE
PS

Obrézek 5: Proces pfenosu energie z na kyslik. Pfevzato a upraveno z [22].

absorbuje energetické kvantum (A), kdy se dostavd na vyssi excitované hladiny
(S1, pripadné S,). Pokud je latka na vyssi elektronové hladiné jak S; (muize byt i na
nenulové vibra¢n{ hladiné), dlouho tam nevydrz{ a pomoci vnit¥ni konverze ([C]) se
dostava do prvniho excitovaného stavu S;. Z excitovaného singletniho stavu prechézi zpét
do zdkladniho Sy zatrivé fluorescenci (F'), nezarivé (N), nebo prejde mezisystémovym
prechodem (ISC) do excitovaného tripletniho stavu.

Pokud tento stav neni Ty, pres IC se do néj rychle dostava. Nasledné skrze vyzareni
prebytecné energie fosforescenci (P) se dostane do zékladniho singletniho stavu.
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Svoji energii miize taktéz predat (EET) jiné molekule (napiiklad PO ze kterého se pfi
tom stane [[O,]). [[O4 se pies fosforescenci dostavé zpét do zakladniho energetického stavu

2.6.1 Srazkové zhaseni

Luminofory se béhem srazkového zhaseni dostavaji do kontaktu s okolnimi molekulami
zhasect () a vraci se do svého zakladniho energetického stavu, kde uz vyzarovat fotony
nemohou. Stern-Volmerova rovnice nam popisuje zanik excitovanych stavii molekuly a je
vyjadrena jako:

70
kde 7 je doba zivota excitovanych stavi fluorofort za pritomnosti zhaseci, 7y je doba
zivota fluorofort bez pritomnosti zhasect a [Q] je koncentrace zhasece [23].

_— A
Sq —— Relaxace pfes
S S! rozpoustédlo (10_105)

Q
v, Al ek (kalal
10 %% | G

So Y

Obrézek 6: Jablonského diagram, srazkové zhaseni. hv, je energie absorbovaného zareni
(A), hvp je energie zareni fluorescence (F) a > k; jsou nezéfivé prechody (IN). Relaxace
pres rozpoustédlo zajistuje stabilizaci a snizeni energetické hladiny excitovanych stavi pro
luminofor. Zhase¢ muze odebrat energii (rychlostni konstanta k,[@]) a luminofor se tak
dostava do stavu Sy. Prevzato a upraveno z [24].

My muizeme rychlostni konstantu k, odhadnout. Uvazujme difizi omezeny odhad této
konstanty, kdy molekuly ve vzdalenosti r = r +1rs, tedy ve vzdalenosti rovné souctu vzda-
lenosti polomért obou molekul, budou se sebou vzdy reagovat. Potom se tato konstanta
bude rovnat:

2RT
B R (ra+rb) dc7 (24)

ke = ——
3n Talb
kde r, +1r, je soucet polomért ¢astic a a b. Konstanta d. znac¢i vzdalenost c¢astic a a b ta-
kovou, kde je 100% Sance na jejich srdzku. Tato hodnota se ale musi urcit experimentalné.
Tuto rovnici ale miizeme napsat trochu jednoduseji.

8RT
ky = ——.
31
R v této rovnici vystupuje jako konstanta idedlntho plynu (R = kN4 =~ 8,3145 J-mol - K1,
kde k je Boltzmannova konstanta, N4 je Avogadrova konstanta), T je teplota, 7 je visko-
zita roztoku. Samoziejmé tento vysledek nebude tak presny a uspokojivy.

(2.5)
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2.7 Singletni kyslik

Vétsina molekul v prirodeé se vyskytuje ve svém zakladnim energetickém stavu v single-
tni formé — vSechny jejich elektrony jsou spinové sparované a jejich celkovy spin je nulovy
(S=0). Pokud je ale celkovy spin S=1, potom se molekula bude vyskytovat v tripletni
forme.

Vzacné se vyskytuji ale i takové molekuly, které ve svém zakladnim energetickém stavu
jsou v tripletni formé. Jediny kyslik jako diatomicka molekula je ve svém zdkladnim stavu
ve stavu tripletnim. Tato forma kysliku mé diky spinové konfiguraci elektronti nenulovy
magneticky moment, coz znamend, ze je molekula Os ve svém zakladnim stavu paramag-
neticka.

Kdyz se tato molekula vyexcituje, vzniké singletni stav (na obrazku ¢. (7] vlevo). Ten
je uz ale hodné reaktivni, a to i s organickymi molekulami. V téle se uplatnuje v fadé
pozitivnich i negativnich roli (viz kap. [2.2).

Singletni kyslik, prvni excitovany stav Singletni kyslik, druhy excitovany stav Tripletni kyslik, zakladni stav
Kyslik, © A ° ° A o o A o
11 11 11 1 1 11 11 11 1 1
Zp \ 7 JT T 1% T 11 AN ® o g TN n* 7
% g, 9,
o, o, o,
1 1 + 35 -
Ag Zg 28

Obrazek 7: Elektronova struktura molekulovych orbitalt molekuly kysliku. Zleva doprava
singletn{ kyslik v prvnim excitovaném stavu 'A,, ve druhém singletnim excitovaném stavu
'S, v tripletnim zakladnim stavu Y s nejnizsi energii. Pfevzato a upraveno z [25].

2.7.1 Fosforescence singletniho kysliku

Excitovany stav singletniho kysliku, ktery je nestabilni, mtize do nizsich energetickych
hladin relaxovat pfes rizné mechanismy. Ptres rovnici ur¢ime zménu poctu molekul
v excitovaném stavu v daném casovém useku. V této rovnici vystupuje N jako pocet
excitovanych stavi a k; jakozto rychlostni konstanty pro dané relaxac¢ni procesy, které
vyjadiuji poméry relaxaci pres dané mechanismy k poc¢tu molekul v excitovaném stavu
za dobu t.

dN

(2.6)
N(t) = exp(—tk) = exp(—t Z k;)



Dilezita hodnota je doba zivota excitovaného stavu 7, ktera se obecné definuje jako
cas, za ktery puvodni pocet excitovanych stavi poklesne na é Mizeme tedy psat, ze:

1
ik

Rychlostni konstanty obecné zavisi na koncentraci zhasec¢tu nebo reaktantt. V pripadé
velkého mnozstvi molekul, kdy jsou vyznamné i srazkové mechanismy nebo fotochemické
procesy, je potieba tuto zavislost brat v potaz. Budeme tedy pracovat s kg, [Q;].

V nasem pripadé budeme vénovat pozornost kinetikdm a[l0,} Uvazujme excitaci
latky, kdy koné¢i v tripletnich Stavechﬁ. Tyto stavy maji dlouhou dobu zZivota a re-
laxuji pres neradiacni prenosy (jako napiiklad [C| rychlostni konstanta bude ky), nebo
pres fosforescenci (kp). Molekuly mohou byt téz zhaseny pres kolize s ostatnimi mole-
kulami. Mezi vyznamnymi molekulami v tomto srazkovém zhaseni je i zminovany kyslik
a pritadime mu rychlostni konstantu ka . Kinetika tripletnich stavii je tedy popsana
jako:

T

(2.7)

d[*PS]
dt

= — (]fp + ky + kA[OQ] + Z in [QJ) . [3PS] (28)
Tato rovnice mé jedno-exponencialni feseni a zavorku si zjednodusujeme vétsinou na

k=kp+kn+ kA[OQ] + Z in [Ql] =ko+ kQ[Q] (29)

Rychlostni konstanta je tedy linedrni v koncentraci zhasec¢t. Méfenim k za riznych
koncentraci zhaseci lze pak urcit rychlostni konstantu daného zhésece, ktera slouzi pro
urceni ucinnosti zhaseni excitovanych stavi zhasece.

Miize ale nastat i triplet-tripletni zhaseni, kde PPS hraje roli zhésece. V tomto
pripadé se z rovnice stava nelinearni diferencidlni rovnice. Reseni si napiSeme ve
tvaru kinetiky luminiscence [26].

d[SdIZS] = (kp + kn + kalOs] + Z kqQ.[Qi] + kTT[gPS]) [3PS]
. i (2.10)
[(t) == 1 - t ’
Cotl {(kTT + cotl)eXp<E) o kTT}

V rovnici vystupuje t; = (kp + ky + ka[O2] + X kg, [Qi]) ™" jako doba zivota PPY (v
nasich méfenich to jsou tripletni stavy riboflavinu RE)) bez uvazovani triplet-tripletni
anihilace, ¢y jakozto pocdteéni koncentrace [PSlv ¢ase t = 0 a t; = k= (pro k z rovnice
2.9)

Singletn{ stav kysliku miize relaxovat stejné jako PPS|s tim rozdilem, Ze jeho generace
nemize byt povazovana za okamzitou. [[Oy]se generuje skrze FPSs dlouhou dobou Zivota.
Musime proto popsat kinetiky [[O]jako konvoluci zaniki PEPS dohromady se zanikem [[O4]
Pokud jsou oba tyto zaniky popsany jedno-exponencialni zavislosti, potom dostavame
dvou-exponencialni feSeni ve tvaru

Tk

I(t) (eFit — g7ty (2.11)

8Do tripletniho stavu se molekula dostane ze singletniho stavu pfes [SCl Singletni stavy v tomto
pripadé ale neuvazujeme, protoze jejich doby zivota jsou obecné mnohonasobné kratsi a tedy zanedbatelné.
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Clen ks zde vystupuje jako nizsf rychlostni konstanta bud pro[PSnebo 'Os, kdezto ¢len
k1 popisuje tu druhou rychlostni konstantu. Pokud musime uvazovat nelinearni procesy
(jako triplet-tripletni zhdseni[PSnebo vzdjemné zhééeni@), potom nenajdeme zadnou
jednoduchou analytickou formu konvoluce téchto zaniki.

2.8 Fotosenzibilizatory

Latka, ktera absorbuje zareni a excitac¢ni energii preda jiné molekule, napriklad kysliku
za vytvoreni jeho reaktivni singletni formy, se nazyva fotosenzibilizator (PS]).
Fotosenzibilizatory rozdélujeme do 3 zakladnich skupin:

o Metalo-organické
e Organické
o Nanomaterialy

Metaloorganické se vyznacuji pritomnosti atomii kovu v jejich strukture, které maji
zaplnéné elektronové d-orbitaly. Tyto jsou vzdy vazany aspon k jednomu organic-
kému ligandu a vazba na atom s velkym poctem elektroni umoznuje elektronim zménit
multiplicitu pii ISCl

CH; CH; CHy

H;C

Obrazek 9: Tris(2-fenylpyridin)iridium
Obrézek 8: Chlorofyl a

Organické [PS vyuzivaji aromatickych a konjugovanych systémii, diky kterym je ener-
geticky rozdil mezi HOMOH a LUMOH maly. Mizeme sem zaradit spoustu barviv, které
funguji jako [PS], napiiklad bengalskou ¢erven nebo methylenovou modi. [RE] stejné jako
bengalska cerven nebo methylenova modr, obsahuje taktéz isoalloxazinové jadro, diky kte-
rému miize tvofit [0, Dalsf organické [PY jsou dle FDAE smési porfyrint (protoporfyrin,
hematoporfyrin) a derivity benzooporfyrina [27].

AI(III) ftalocyanin tetrasulfonaf!? je hojné pouZivany ve fotodynamické terapii
diky jeho schopnosti hluboké penetrace do tkani, vysokych kvantovych vytézki a dobré
fotostabilité. Diky albuminu ma vsak nizsi penetraci do rakovinnych bunék a slabou téin-
nost pri rakoviné zazivaciho traktu. Proto se zkouma to, s ¢im se musi ftalocyanin apli-
kovat, aby byla t¢innost ve fotodynamické terapii vyssi [28].

9nejvyssi okupovany molekuldrni orbital (highest occupied molecular orbital) (HOMO))
Onejnizsl neokupovany molekuldrni orbital (lowest unoccupied molecular orbital) (LUMO))
1Food and Drug Administration - Ufad pro kontrolu potravin a 1ékt

12A1PcSy, téz hlinity ftalocyanin tetrasulfonat
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Obréazek 11: Bengalska cerven

Nanomaterialy muzeme rozdeélit do kvantovych tecek a nanotyci. Uméle vyrobené
anorganické polovodic¢ové nanokrystaly v koloidnich roztocich nazyvame kvantové tecky.
Maji rizné optické a elektrické vlastnosti, které se méni i v zavislosti na velikosti. Ta se
pohybuje mezi 1 nm -10nm. Funguji stejné jak jiz dvé vyse zminéné skupiny [PS] jejich
vyhoda ale spociva ve vybéru vlastnosti. Kvantové tecky se vyznacuji hlavné malou roz-
pustnosti a opét nizkym energetickym rozdilem mezi a Oproti obycejnym
je lze vyrobit tak, aby jejich emisni vlastnosti byly v infracerveném spektru. Pouzi-
vanymi materialy jsou sulfid zinecnaty a olovnaty, oxid titaniCity nebo napriklad Cisty
kiemik. Pouzivaji se taktéz kvantové tecky zaloZené na uhlikové (uhlikovd, grafenova) ¢i
kovové (kadmiové) strukture [29]. Diky moZnosti vyroby nanoty¢i podle danych pod-
minek si miuzeme vybrat absorpéni a jiné vlastnosti, které v experimentu potiebujeme.
Vybérem délky nanotyci lze ovliviiovat jejich absorpéni pasy. Napriklad zlaté nanotyce lze
vytvofit tak, aby po ozafeni (A = 915nm, 130 mW cm~2) mohly generovat singletn{ kyslik
a zni¢it blizky B16F@ mysi melanom. Nebylo zapotiebi pouzivat dodatecné organické
[31].

13Mysf butiky obsahujici melanom [30)
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Dalsim prikladem jsou zlaté nanotyce, které se syntetizuji z kyseliny chlorozlatité
(HAuCly) a riznych stabilizétorﬁlf]. Tyto zlaté tyce maji absorp¢ni pasy zavislé na ori-
entaci dopadajiciho svétla a velikosti, kterd byva okolo 45nm. Ze zlata se vyrabi i zlaté
nanocastice, nanoslupky a dalsi [33], [34]. Zlaté nanocéstice jsou slibné a jejich vyuziti

/////

a dalsich.

2.9 Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) je proces, ktery vyuziva fotosenzibilidtora, kysliku
v bunikéich a fotonti k niceni karcinogennich a pre-karcinogennich bunék. Vyuziva se ale
také k lé¢eni akné, sluncem popdlené kuze (35|, [36]) a jinych druhi poskozeni. Zakladni
principy a mechanismy PDT byly objeveny uz na zac¢atku 20. stoleti [37] a jako lé¢ba se
zacala vyuzivat az v druhé poloviné tohoto stoleti.

Fotodynamicka terapie zacina tim, ze se aplikuje fotosenzibilizator, ktery se selektivné
akumuluje v cilové tkani. Nasledné se excituje zarenim. VInova délka pouzitého zareni se
odlisuje podle pouzitého [PSL neni pro télo nijak toxicky do té doby, nez se aktivuje
timto specifickym zafenim. V tomto momentu zacne vytvaret reaktivni stavy, které nici
okolni bunky, tedy bunky nadoru.

Tvorba reaktivnich stavi probiha v bunkach pres dva mechanismy. Fotoefekt 1. typu,
kdy predava energii a vyménuje e okolnim molekuldm, ze kterych se stavaji volné
radikély. Elektrony téchto radikalt potom reaguji s kyslikem a vytvareji ROS, prevazné
tedy anionty superoxidu O, . Tyto anionty vytvareji dalsi [ROS| az diky oxidativnimu
stresu dojde k destrukci bunky.

P1i fotoefektu II. typu predava energii primo tripletnimu kysliku a stava se z
néj singletni kyslik, ktery poskozuje bunky a jejich DNA. Nastava bunécna smrt. Jelikoz
se zachytava prevazné v karcinogenni oblasti (diky rychlému metabolismu nadoru a
zvysené koncentraci LDLF_SI lipoproteintl), je poskozeni omezeno na nemocnou tkarn.

2.10 Role riboflavinu v potravinarstvi

Riboflavin je dilezity vitamin, ktery potfebujeme pro spravné fungovani bunék v téle.
Je obsazen ve vajickach, ledvinach, v ceredliich, téstovinach, pivu a mléce. V potravinarstvi
nese oznaceni E101 a E101a zastupuje riboflavin fosfat. Riboflavin fosfat se vyuziva pro
jeho lepsi rozpustnost ve vodé. Podle ¢lanku [39] méa riboflavin fosfat rozpustnost az
39 mg/ml, coz je skoro 400x vétsi rozpustnost, nez RF] (0,1 mg/ml -0,13 mg/ml [40]).

Jelikoz je syntéza [RE v lidském téle nemoZnd, je potfeba jej prijimat z potravy nebo
syntetizovat umdéle. Momentdlni produkce [RF silné z4visi na mikrobidlni syntéze pomoci
specialnich bakterii (Bacillus subtilis), hub (Ashbya gossypii) nebo kvasinek (Candida fa-
mata) [41]. Tyto mikroorganismy se upravi pies genetické inzenyrstvi, kdy se za pomoci
plasmidti a znalosti genetickych koda pro proteiny tvorici vpravi do DNA téchto mik-
roorganismu upraveny DNA Tetézec. Tato informace o vyssi produkei proteint se zabuduje
do vlastni DNA. Syntéza [RE] je touto cestou levnd, kontrolovatelnd a nejvice pouzivana.

HMnaptiklad cetyltrimethylamoniumbromid [32]

5Lipoproteiny nizké hustoty (Low Density Lipoproteins) jsou struktury pienasejici molekuly tuku
(typicky 3000 -6000) po celém téle. Vyuzivaji se k zadsobovani tkdné cholesterolem a k vytvafeni membran
béhem déleni bunék. Karcinogenni bunky toto déleni maji velmi zrychlené a maji vétsi mnozstvi receptori
pro tyto prenasece.
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Obréazek 13: Vyobrazeni prvniho a druhého typu fotoefektu. Prevzato a upraveno z [3§].

H20,

Riboflavin se diive vyrabél z ribozy, tento proces byl vsak narocny na COs emise a
neobnovitelné zdroje. Vyuzitim mikroorganismii se tyto problémy skoro eliminovaly, stejné
tak, jako se snizila vyrobni cena nejenom riboflavinu.

Riboflavin hraje velkou roli v pivnim primyslu. Zdroj s nejvétsim obsahem [RF pii
vareni piva je mladina. Kvasinky a chmel pfispivaji jen opravdu malo . Riboflavin
dodéva pivu spravnou chut. [RF je ale latka citlivd na svétlo. Podobné je na tom i samotny
chmel, a proto je nutné, aby se pivo uchovavalo mimo slune¢ni zareni a v tmavych lahvich
a minimalizovala se tak fotodegradace téchto latek. Mléko je na tom obdobné. V kravském
mléku je obsaZeno az 3,42mg [RE na litr . Fotodegradaci podléha i vitamin A a D,
které jsou v mléce taktéz obsazeny .
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3 Materialy

3.1 Riboflavin

Priprava roztoku riboflavinu probihala nasledovné. V mistnosti, kde jsme roztok pri-
pravovali, bylo nutno eliminovat jakékoliv slunecni svétlo nebo svétlo v absorpénich pasech
riboflavinu. Pro viditelnost na pripravu vzorku jsme tedy vyuzili cervené svétlo.

Z tmavé nadoby riboflavinu (SIGMA-ALDRICH, (-)-Riboflavin, R9504-25G) jsme
odvazili mnozstvi riboflavinu (vSechny kombinace jsou zapsany v tabulce ¢. , jehoz mo-
lekuldrni hmotnost je M = 376,36 gmol ™', a nechali jej rozpustit bud v PBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline 1x - PAA Laboratories GmbH; katalogové ¢islo: H15-002, 8 mM
roztok) mnebo deionizované vodé. Rozpustnost riboflavinu ¢ini zhruba
0,1 mg/ml -0,13 mg/ml [40] a maximalni koncentrace je 225 nM. Koncentrovanéjsi ribofla-
vin zacne krystalizovat. Dostali jsme vzdy zadsobni roztok o maximalni koncentraci 200 pM,
ktery jsme déle zpracovavali.

Tabulka 1: Tabulka s navdZenym mnoZstvim do objemu PBS, deionizované vody
(diH20) pro jednotlivé sady méteni

navazené mnozstvi REl | mnozstvi rozpoustédla Typ
mgp [mg] V{ml] rozpoustédla

1,6 21,238 PBS
2,7 35,869 PBS
2,2 29,225 PBS
2,5 33,210 PBS
2,4 31,884 PBS
3,1 41,183 PBS
1,7 22,585 diH,O
2,4 31,880 diH,O
2,5 33,212 diH,O

Tento 200 uM roztok jsme potom dali do ultrazvukové lazné zahiaté na 30°C na
minimalné 20 minut. Tento krok urychluje rozpusténi riboflavinu. Poté jsme odebrali
0,75ml ze zdsobniho roztoku [REl do kiemenné kyvety a natedili jej s 2,25 ml rozpoustédla.
Tak vznikly 3ml 50 M roztoku [RE] pro spektrélni charakterizaci.

3.2 AIPCS4

Slou¢enina s ruznymi nézvy, mezi které patii naptiklad Al(III) ftalocyanin chloro-
tetrasulfonét nebo chlorohlinity tetrasulfoftalocyanin [45] (déle oznac¢ovéno jako
ftalocyanin, chemicka struktura na obrazku ¢. . Tento ftalocyanin (Frontier Specialty
Chemicals, AI(IIT) Phtalocyanine Chloride Tetrasulfonic, ¢islo produktu: AIPcS-834) jsme
si vybrali kviili vlastnostem fotosenzitizéru (kapitola [2.8). Ftalocyanin byl pouzit kvili
tomu, ze absorbuje na jinych vinovych délkach nez riboflavin. Tim umoznuje sledovat,
zda neexcitovany riboflavin zhasi ftalocyaninem generovany singletni kyslik.

Byl opét namiché zésobni roztok ftalocyaninu (My, = 895,21 gmol '), kdy jsme
navazili 0,4 mg do 45,68 ml PBS. Timto jsme ziskali zasobni roztok o 10 pM koncentraci.

I6Na prvni dvé sady experiment?i jsme vyuzivali taktéz nékolik let stary 1 mM zasobni roztok ftalocy-
aninu, ktery pripravoval ale jiny student a tudiZz nevime, jakou firmou byl pouzity ftalocyanin vyroben.
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Pro dlouhodobé uchovani je potfeba mit vzorky ve tmé v teplotée —20°C.

Namichali jsme si v kazdém méfeni s timto ftalocyaninem roztoky o ruznych kon-
centracich riboflavinu, ale stejnych koncentracich ftalocyaninu. Nastaveni laseru v tomto
pripadé muselo byt zménéno podle kapitoly [.1.1]

Tabulka 2: V levych dvou sloupeccich je cilova koncentrace RE] (z 200 M zasobniho
roztoku) a ftalocyaninu (z 1 mM zdsobniho roztoku) pro vysledny vzorek, v pravych slou-
peccich je pouzité mnozstvi zasobnich roztokt. Tato tabulka je pro 1. a 2. méfeni roztoku

50 pM + 5uM ftalocyaninu

¢ [uM] Poméry objemt [ul] | Celkovy objem
AlPcS; RF || AlPcS; RF  pufr Veelk [11]
) 0 10 0 1990 2000
) 0,5 10 5) 1985 2000
5} 1 10 10 1980 2000
5} 2 10 20 1970 2000
) 3 10 30 1960 2000
) 5 10 50 1940 2000
) 7 10 70 1920 2000
5} 10 10 100 1890 2000
5} 20 10 200 1790 2000
) 50 10 500 1490 2000
5) 100 10 1000 990 2000

Tabulka 3: V levych dvou sloupeccich je cilovd koncentrace [RE] (z 200 pM zdsobniho
roztoku) a ftalocyaninu (z 10pnM zdsobniho roztoku) pro vysledny vzorek, v pravych
sloupeccich je pouzité mnozstvi zasobnich roztokt. Tato tabulka je pro 3. méreni roztoku
50 pM RE + 5 pM ftalocyaninu

¢ [uM] Poméry objemu [ul] | Celkovy objem
AlPcS; RF || AlPcS; RF  pufr Veex [11]]
5 0 1000 0 1000 2000
5 0,5 1000 ) 995 2000
5 1 1000 10 990 2000
5 2 1000 20 980 2000
5 3 1000 30 970 2000
5 5 1000 20 950 2000
5 7 1000 70 930 2000
5 10 1000 100 900 2000
) 20 1000 200 800 2000
5 50 1000 500 500 2000
5 100 1000 1000 0 2000
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3.3 Azid sodny

Bezzapachovy bily prasek s chemickym ndzvem azid sodny je jedovaté latka
dobfe rozpustna ve vodé (40,8 g na 100 ml) a jeji molekuldrni hmotnost je My = 65,01 gmol .
Jeho vyuziti najdeme v automobilovém primyslu, kde se vyuziva prudkého rozkladu

2NaN3 — 2Na + 3 Ns. (31)

Elektricka soucastka pti srazce vzniti smés okyslicovadel a azidu sodného a vytvori se
velké mnozstvi dusiku, které naplni airbag. Protoze je ve vétsich mnozstvich nachylny
na vybuch, novéjsi auta vyuzivaji jinych smési. Vyuzili jsme o! (o!)d firmy SIGMA-
ALDRICH, Sodium azide S8032-100G.

byl v této praci vyuzit pro blizsi prozkoumani vlastnosti riboflavinu a jeho vlivu
na singletni kyslik. NaNj3| je zndmy tim, Ze je dobry zhése¢ singletniho kysliku [46], [47].
Zatimco napriklad askorbové kyselina zh4s{ singletni kyslik i riboflavin, [NaN3| zh4s{ pouze
singletni kyslik a pomahd riboflavinu nedegradovat na svétle [48].

Béhem 3 méreni jsme si navazili takové mnozstvi (vypsano v tabulce ¢. [4)), abychom
dostali vzdy 100 mM roztok. Z tohoto zasobniho roztoku jsme odebrali 6 ul a pridali do
750 1l 200 pM roztoku [RHF a 2244 pl PBS. Takto ndm vznikly 3 ml roztoku 50 pM RE] +
0,2mM [NaNj| v PBS. Zménu koncentrace [RE] vzniklou timto nafedénim jsme zanedbali.

Tabulka 4: Tabulka s navdzenym mnozstvim [NaNg my,n, do objemu V rozpoustédla PBS

navazené mnozstvi [NaNs| | mnozstvi rozpoustédla
mNa; [mg] V [m]]
11.8 1.815
10.9 1.677
5.8 0.877
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4 Experimentalni usporadani

4.1 Kinetiky singletniho kysliku

Kinetiky singletniho kysliku jsme mérili na aparature, ktera se sklada z néasledu-
jicich c¢asti.

o Laser EKSPLA NT242

o 2x Opticky filtr Schott RG7

e Monochromator Jobin-YVON H20IR

o Infracerveny fotonasobi¢c Hamamatsu R9905

o Predzesilovac

« Casové rozliseny &taé Becker&Hickl MSA 300

Jak lze vidét na schématu aparatury (obr. , laserem EKSPLA NT242 vysilame
excitacni laserové pulsy, které délime na dva svazky. Jeden miri pfimo do vzorku. Emisi
singletniho kysliku sbirame pres optické filtry RG7, ty nepropoustéji zareni vinovych délek
kratsich nez 750 nm, ¢imz se zbavime rozptyleného svétla excitacniho laseru a primé fluo-
rescence PS. Zafeni dale prochazi monochroméatorem, ktery je nastaveny na 1274 nm, coz
je maximum fotoemise singletniho kysliku . Zareni je dale detekovano infracervenym
fotondsobi¢em. Tento znasobeny signal vede do pocitace, kde se zpracovava pomoci ¢asoveé
rozliseného c¢itace s rozlisenim 5 ns. Druhy svazek laserovych pulsii vede na PIN fotodiodu
a slouzi k synchronizaci méreni s excitaci.

LLNZ
PM
P

F

HIC

signal

MSA 300 T

trig

EKSPLA NT242

Obrézek 14: Zjednodusené experimentalni usporadani pouzité aparatury k méreni kinetik
singletniho kysliku. EKSPLA NT242 - laser o nastavitelné vinové délce excitacniho
zareni a energie laserovych pulsi, C - kyveta se vzorkem, F - dlouhovinny filtr, H.20 -
monochrométor Jobin YVON H20IR, PM - infracerveny fotonasobi¢ Hamamatsu R9905,
LN; - chlazeni tekutym dusikem, P - ptredzesilova¢, MSA 300 - casové rozliseny citac
Becker and Hickl MSA 300, T - trigerovaci PIN fotodioda
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4.1.1 Laser

Laser EKSPLA NT242 je Nd:YAG pulsni laser fungujici na bazi Q-switch s ménitelnou
vlnovou délkou mezi 210 az 2600 nm diky optickému parametrickému oscilatoru. Jeho
opakovaci frekvence dosahuje az 1000 Hz [50]. Energie laserovych pulsu se lisi v zévislosti
na excitacni vinové délce dle obr. . Jeho ovladani pres pocitac s LabVIEW™ softwarem
umoznuje jednoduchy pristup k nastaveni vSech vlastnosti.

VInova délka, 10° x cm™

50.0 25.0 16.6 10.0 5.0 3.3
600 L | i | i | L | f L/ A | ! L | L !
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— |dler
3 400
2
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[-T/]
o
& 200
100
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Vinova délka, nm

Obréazek 15: Zavislost energie laserovych pulsti na jejich vinové délce v laseru EKSPLA
NT242, prevzato a upraveno z [50]

Vlinova délka excitacniho zareni byla nastavena dle absorpc¢nich past mérenych
vzorkll a dostupného vykonu laseru. Pro méreni roztoku cistého riboflavinu a roztoku
riboflavinu s azidem sodnym bylo excita¢ni zareni nastaveno na 446 nm. Protoze sledu-
jeme prenos energie mezi riboflavinem a singletnim kyslikem, vybrali jsme vinovou délku
takovou, aby mél riboflavin co nejvétsi absorpci. Energie laserovych pulsi se pohybo-
vala okolo (10,2 £ 0,3) pJ pri méfeni roztoku riboflavinu nebo roztoku riboflavinu a azidu
sodného.

To samé jsme museli udélat pro ftalocyanin, ale zaroven tak, aby riboflavin neabsor-
boval. Pro excitaci ftalocyaninu jsme i pres nizkou energii pulst laseru byli nuceni vybrat
vlnovou délku 665 nm. Na této vinové délce sice nejsme na maximu absorpce ftalocya-
ninu, ale dovoluje ndm navysit energii laserovych pulsti na relativné prijatelné hodnoty.
Energie laserovych pulst byla v tomto pripadé (1,0 + 0,1) pJ béhem prvnich méteni
v roce 2022. Béhem poslednich métfeni tohoto a minulého roku byla energie laserovych
pulst uz velmi slabé a pohybovali jsme se okolo (0,2 + 0,1) uJ. Museli jsme udélat kom-
promis mezi vykonem laseru na dané vlnové délce a absorpénim spektrem ftalocyaninu a
tak maximalizovat absorbovanou energii.
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S nastavenou opakovaci frekvenci 1000 Hz jsme pro kazdou jednu kinetiku luminis-
cence [[O,] méfili 10° opakovani. Kazdé méfeni tedy trvalo 100s. JelikoZ jsme vétsinou
méfili 10 setu (1000s doby trvani) dat a az potom jsme manipulovali se vzorkem (méfeni
absorpce, fluorescence), byl vzorek vystaven celkové davce 10J energie zareni v pripadé
méteni roztok bez [ATPcS,| 1J energie zéreni v piipadé méfeni roztoki s Vv TOCe
2022 a 0,2 J energie zdfen{ v piipadé méfeni roztoku s v roce 2023 a 2024.

4.1.2 Opticky filtr Schott RG7

Mezi filtry fadime pasmové filtry (tzv. band-pass filtry), notch filtry a dlouhovlnné
a kratkovlnné filtry.

My jsme pouzili dlouhovinné optické filtry Schott RG7, které propousti vlnové
délky vétsi jak 750 nm a se kterymi zeslabujeme rozptylené excitacni zareni a fluorescenci
samotného vzorku, protoze signal luminiscence singletniho kysliku je radovée slabsi. Filtry

zastupuji i funkci ochrany nasledujicich soucastek, protoze kratsi vinové délky by je mohly
poskodit.
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Obréazek 16: Zleva doprava pasmovy filtr, dlouhovlnny filtr a dichroické zrcadlo, které
rozdéluje svételny svazek do dvou ¢asti. Jednu propousti a druhou odrazi na vinové délce,
ktera je pro filtr nastavena. Pfevzato a upraveno z [51].

4.1.3 Monochromator Jobin-YVON H20IR

Monochroméator vyuziva své optické soustavy k rozkladu svétla podle vinovych délek.
Svetlo vstupuje do monochromatoru pres tizkou Sterbinu a dale pokracuje na prvni ze
dvou rovinnych zrcadel, které jej odrézi na konkévni optickou (téz difrakéni) miizku.
Svetlo zde difraktuje diky periodické strukture mtizky, kde se jednotlivé vlnové délky od-
razeji méné nebo vice. Natacenim mrizky mtzeme tento posun zachytit a ptes zrcadlo a
druhy vystup z monochroméatoru vybrat specifické pasy vlnovych délek (viz obr. . Po-
moci monochromatoru Jobin-Yvon H20IR si vybereme vlnovou délku 1274 nm, jakozto
maximum emisniho spektra singletniho kysliku ve vodé.
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Obréazek 17: Svétlo o razném profilu vinovych délek vstupuje do monochromatoru pres
vstupni stérbinu. Odréazi se pres zrcadlo na optickou mrizku, kde se difraktuje. Difrak-
tované svetlo postupuje dale pres druhé zrcadlo do vystupni stérbiny a tam svétlo za-
chytavame. Nutno podotknout, ze v nasem monochromatoru mame konkavni
difrak¢éni mrizku a rovna zrcadla. Prevzato a upraveno z manualu pro monochroma-

tor H20.

4.1.4 Fotonasobi¢ Hamamatsu R9905

Fotonasobi¢ nam zajistuje zesileni slabého signalu z naseho vzorku, ktery prosel pres
filtry a monochromator. Fotonasobi¢ vyuziva jevu, kdy za pomoci specidlni polovodi¢ové
fotokatody (InP/InGaAsP) a elektrického pole ohneme valenéni a vodivostni pasy katody
tak, aby vystupni prace byla dostatecné nizka. To nam dovoli zaznamenat i fotony nizsich
frekvenci (tedy delsi vlnové délky). Vzhledem k nizké vystupni praci se ale za pokojové
teploty budou elektrony vyrazet z materidlu pouze tepelnym pohybem (temny proud). Ty
ale nebudou rozlisitelné od elektront vyrazenych fotoefektem. Velké mnozstvi termalnich
elektron by mohlo fotonasobi¢ poskodit a je proto dilezité jej chladit. Nas fotonasobic
byl pred kazdym méfenim pomalu ochlazovan na —80°C (ochlazovani trvalo ptiblizné 3
hodiny).

Bylo taktéz potreba dévat pozor na svétlo ze zatrivek a mérit vyhradné za tmy v
mistnosti. Pokud bychom neméli chranény vstup fotonasobice zavérkou, fotonasobi¢ by se
dozajista nenavratné poskodil.

Vyrazené elektrony putuji postupné na kazdou z dynod uvnitt fotonasobice, které zajis-
tuji, ze se signal mnohonéasobneé zesili. V nasi soustavé na méteni téchto kinetik vyuzivame
fotonasobi¢ Hamamatsu R9905.

24



Fokusovaci

elektroda Dynoda

Fotokatoda
Vakuum

Sekundarni

elektron l

Smér vstupniho
svétla

Celni deska

| . Anoda
Elektronovy nasobic¢ (dynody)

Obrazek 18: Svétlo dopadd na katodu a vyrazi elektron (fotoefekt). Takto vygenerovany
elektron je urychlovan rozdilem napéti. Na kazdé dynodé vyrazi nékolik elektronti, které
samostatné dal pokracuji a kazdy z nich vyrazi dalsi elektrony na nésledujici dynodé.
Anoda tento signal zachyti a posila dél. Obréazek prevzat a upraven z [52].

4.1.5 Predzesilova¢ Becker& Hickl HF AC-26

Signal, ktery vychazi z fotonasobice, je ale pro ¢ita¢ potrad slaby. Je potfeba ho zesilit
pres predzesilovac, ze kterého signal vedeme dale do citace.

4.1.6 Casové rozliSeny &itaé Becker&Hickl MSA 300

Tento ¢ita¢ umoznuje ¢itat signdly s rozliSenim az 5ns na kandl, ktery nemé zadny
mrtvy ¢as mezi sbérem signalu na kanélech [53]. Ma rychly sbér dat a pocet citanych
signali v jednom meéreni.

Trigerovaci PIN dioda v této soustavé vystupuje jako synchronizacni prvek pro signaly
z ¢itace a monochromatoru.

4.2 Meéreni absorpcnich a fluorescencnich spekter

Absorp¢éni spektra byla zméfena na absorpénim spektrometru Specord 250, Ana-
lytik Jena. Spektrometr musi ménit zdroje svétla pro méreni absorpce v rozsahu od
200nm do 800 nm, ve kterém jsme méftili. Tyto zmény se pak projevuji nespojitym pri-
béhem absorpce na urc¢itych vinovych délkach a ztézuji tak analyzu absorpc¢nich spekter.

Co se tyce riboflavinovych vzorki, nebylo treba mérit dal, riboflavin v infracerveném
spektru neabsorbuje [54]. V nasich méfenich se zaméfime prevazné na absorpéni péasy
okolo 374nm a 446nm. Zbylé dva pasy 224nm a 267nm v UV oblasti taktéz budou
oblasti zajmu.

Ftalocyanin také na delsich vlnovych délkach nez 750 nm ve vodném roztoku neab-
sorbuje [55]. V tomto piipadé budeme pouze kontrolovat, aby se absorbance na danych
vlnovych délkach nijak neménila, protoze koncentrace ftalocyaninu ve vzorcich bude vzdy
stejna.
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Obrézek 19: Absorpcéni spektrum ve vodném roztoku, prevzato a upraveno z [55].

Fluorescencni spektra byla mérena na vlaknovém spektrometru Avantes Avaspec
2048 s pocitacovym softwarem Avasoft verze 7 a 8. Kazdé z vytvorenych spekter se
mérilo od 300nm do 800 nm. Na vétsinu méreni jsme pouzivali filtr o hrané 465 nm, k
detailnéjsimu prozkoumani efektt na kratsich vlnovych délkach jsme ale pro posledni
meéreni pouzili filtr o hrané 425 nm. Pred vlnovou délkou filtri vidime signél laseru, proto
jsou vsechna data ufiznuta dle pouzivaného filtru. Data byla nutno opravit o spektralni
citlivost a kalibraci jednotlivych filtrii. V tomto méreni jsme excitovali vzorek na vlnové
délce 405 nm vykonem 15 mW pomoci diodového laseru Roithner.

Filtr

Fa
Laser 4,

V

Obréazek 20: Zjednodusena struktura aparatury pro métreni fluorescencnich spekter; Lase-
rovym svazkem excitujeme vzorek (V). Signél fluorescence vedeme svétlovody pres filtr
(F) (>425nm nebo >465nm). Tento odfiltrovany signal putuje do spektrometru (AS).
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5 Vysledky

Kv1li mnozstvi namérenych dat bude pouzivana nasledna nomenklatura pro lepsi pre-
hlednost, kde experimentem budeme oznacovat vSechna méreni absorpci, fluorescenci
nebo kinetik [[O4] provedenych v dany den, sadou méfeni budeme oznadovat méfeni 10
kinetik @, méfenim / kinetikou se budou myslet jednotliva data (data pro jedno
spektrum absorpce, fluorescence nebo jednu kinetiku) béhem daného experimentu.

5.1 Absorpc¢ni spektra
5.1.1 Absorp¢ni spektrum riboflavinu v PBS

Absorpéni spektrum riboflavinu, 50pM roztok v PBS
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Obrézek 21: Absorpéni spektrum riboflavinu, 50 pM roztok [RE v PBS.

Jakozto jednu z fotofyzikalnich vlastnosti riboflavinu jsme urcovali jeho absorpéni
spektrum. Roztok [RElm4 Zluto oranzovou barvu, a proto budeme oc¢ekévat jeho absorpéni
vlastnosti predevsim v modrych vinovych délkach. Riboflavin a jeho absorp¢ni pésy (viz.
obrazek ¢. jsou predevsim v modrych vinovych délkach s maximy dvou hlavnich péasi
na A\; = 446nm a Ay = 374nm. Jeho absorpéni spektrum zasahuje i do UV oblasti, zde
opét vidime dva pasy na vinovych délkach A3 = 267nm a Ay = 224 nm.

Béhem dvou let se naméfilo velké mnozstvi dat pro absorpci [RE] stejné tak jako pro
dalsf zkoumané vlastnosti (fluorescence a kinetiky). VSechna naméfend data absorpce [RE]
se shodovala s namérenym absorp¢nim spektrem na obrazku ¢. které odpovida ribofla-
vinu v PBS roztoku pripraveném v temném prostiedi. Piiprava bez svétla je zde dilezitym
krokem, protoze riboflavin prochazi na svétle fotochemickou zménou. I kdyz priprava na
svétle netrvala nikdy déle nez 30 min (navazeni vzorku, rozpusténi v ultrazvukové lazni),
je tento rozdil pripravy ve tmé a na svétle znatelny (viz obr. . I za téchto 30 min na
dennim svétle lze vidét, ze absorpce riboflavinu v hlavnich absorpénich pasech poklesla.
Porovnani pfipravy za tmy a na svétle mizeme vidét i na obrézcich ¢. 23 a ¢. 24 kde
vidime i vliv dodéni energie z laserovych pulsi. Prvni absorpéni spektrum (0J dodané
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energie) na obrazku ¢. 23| je v jednom z hlavnich absorpénich past (373 nm) slabsi nez
nasledujici (10 J dodané energie) méreni absorpce.
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Obrazek 22: Rozdily v absorbanci, pokud se 50 tM roztok RF pripravuje ve tmé a na
svéetle.

Méreni absorpce 50 uM roztoku RF v PBS
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Obrézek 23: Absorpéni spektrum 50 pM roztoku [RE] v PBS, vzorek byl pfipravovdn a
prenasen za svétla.
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Méreni absorpce 50 uM roztoku RF v PBS
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Obrazek 24: Absorpéni spektrum 50 pM roztoku [RE] v PBS, vzorek byl pripravovin a
prenasen za tmy.

M¢érili jsme i zménu absorpénich past [RF v zdvislosti na dobé ozéreni laserovymi
pulsy a kontinualnim laserem. Po zméfeni pocateéniho absorpcéniho spektra jsme 50 pM
roztok [RE] umistili do drzdku, kde jsme do néj svitili 15 mW laserem o excita¢ni vlnové
délce 405nm. Po 30s dlouhé expozici jsme vzorku zmérili absorpéni spektrum znovu.
Toto méteni jsme opakovali 30x, potom jsme prodlouzili délku expozice na 60s, protoze
absorpcéni spektrum se zacalo ménit pomaleji. Bylo tedy potfeba zvysit dodanou energii
do vzorku a lépe tak pozorovat zménu absorpénich pasta. Po dalsich 10 méreni jsme zvysili
expozici na 2min, od 51. méfeni jsme prodlouzili expozici na 5min. Posledni 3 métreni
méla expozici 10 min, prestali jsme ale pozorovat zasadni zmény v absorpcnich pésech a
dalsi spektra jsme uz nemérili. Vyvoj spekter v zavislosti na dodané energii vidime na
obrazku ¢. 251 Kvuli pfehlednosti na obrdzku je vyobrazeno pouze kazdé tfeti méteni. I
tak vidime par zajimavych skute¢nosti. Absorpcéni pasy na vlnové délce okolo 221 nm a
265 nm vlivem fotodegradace ztraci na své absorbanci a posunuji se do kratsich vinych
délek. Maximum prvniho absorpéniho pasu se posunulo z 223 nm na 219nm, u druhého
absorpéniho pasu to bylo z 267 nm na 261 nm. Zajimavéjsi ¢ast spektra byla okolo 240 nm,
kde toto lokalni absorpéni minimum se taktéz posunovalo do kratsich vlnovych délek pres
sedlovy bod. Jak lze vidét na obrazku ¢. 26 absorpce na tomto minimu byla maximalni
na vlnové délce 236 nm pii dodani 24,75 J.
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Vlybélovani, roztok 50 uM RF v PBS
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Obrazek 25: Zména absorpcéniho spektra [RE| v zdvislosti na dodané energii, vybélovani
(bleaching).
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Obréazek 26: Zména absorbce na jednotlivych vinovych délkach pro vybélovani roztoku

RF.
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5.1.2 Faktorova analyza absorpc¢nich spekter v PBS

Nékteré sady absorpc¢nich spekter bé-
hem vybélovani jsme analyzovali faktoro-
vou analyzou (FA)| Existujf az 3 hlavni,
1 vedlejsi a 4 minoritni fotoprodukty. For-
mylmethylflavin (FMF), lumiflavin (LF,
vznikajici pri neutralnich a alkalickych
podminkach) a lumichrom (LC, vznika-
jici pri kyselych, neutralnich a alkalickych
podminkéch) jsou tfi hlavni fotoprodukty
[58], [56]. Nasleduje cyklodehydroribofla-
vin (CDRF) (viz obr. 27), ktery se ale

RF ,
T pME - 1
ky
LF

tvoif pouze za piitomnosti divalentnich Obrézek 27: Fotodegradace RE] v neutrélnim

anionti (napriklad HPO,*, SO4*). Ab-

sorpcni spektrum téchto fotoprodukti lze

roztoku za pritomnosti divalentnich aniontt

(napiiklad HPO4?*, SO4%) za tvorby fotopro-

vidét na obrizcich ¢. [60 a ¢. Dalsgi dukti. Pfevzato z [56).

minoritni produkty jsou napriklad karbo-

xymethylflavin (CMF), 2,3-butandion, quinoaxalinovd karboxylova kyseling¥ a dioxo-
quinoaxalinﬂ. Identifikace téchto fotoproduktii ale musi probéhnout pres analytické me-
tody (jako je tfeba chromatografie, multikomponentni spektrometrické metody), na které

jsme neméli dostatek casu.

Nejprve byla provedena FA na sadé 11 absorpc¢nich spekter 50 pM roztoku REl v PBS
vzdy po 10 J expozice (viz graf ¢. . Vysledkem FA byla dvé spektra, které jsme priradili
¢istému [REF a fotoproduktu (viz obr. €.29). Vyvoj podilu téchto dvou slozek potom vidime

na obrazku B0l

"Dekuji RNDr. Véclavu Profantovi, Ph.D. za zprostfedkovani a konzultace a Mgr. Janu Palackému,
Ph.D za poskytnuti softwaru k faktorové analyze [57].

187kratka KA, chemicky nazev - 1,2-dihydro-1-methyl-2-keto-3-quinoxalinové karboxylova kyselina.
Tvori{ se hydrolytickym Stépenim isoaloxazinového jadra v alkalickém prostiedi [59)].

197kratka DQA, chemicky nazev 1,2,3,4-tetrahydro-1-methyl-2,3-dioxo-quinoxalin. Podminky vytvo-

feni stejné jak pro KA
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Méreni absorpce 50 uM roztoku RF v PBS
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Obrazek 28: Absorpéni spektra roztoku 50 pM RF v PBS, michano ve tmé.
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Obrazek 29: Vlastni ¢isla ziskana z fak- Obrazek 30: Pribéh podilt slozek smési
torové analyzy absorp¢niho spektra 28 v z 2. experimentu béhem vybélovani [RF]
2. experimentu (obrazek ¢. (obrazek ¢.
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Obréazek 31: Spektra [RE a fotoproduktu ziskand z FA 2. experimentu (obrazek ¢.

Dalsi faktorova analyza, provedena ve 4. experimentu a z 60 spekter, nam ukazala
nékolik zadsadnich véci. Pocet produktii z fotodegradace [RE| vzrostl aZ na 4. Hodnoty
vlastnich ¢isel vidime na obrazku ¢. Sesté vlastni ¢islo, stejné tak jako dalsi vyssi
vlastni ¢isla, maji hodnotu velmi malou a nebudeme je proto uvadét. To stejné lze vidét
na grafu ¢. Prvnich 5 subspekter vidime na obrazku ¢. [34 Uz 3. prubéh koeficientu
je velmi zasumény (viz. graf ¢. a od 6. prubéhu koeficientu je chovani témér nahodné
(data nejsou ukazana).
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Obrazek 32: Vlastni cisla ziskana z fak-
torové analyzy 4. experimentu absorpc- Obrazek 33: Prubéh podilu slozek smési
niho spektra z obrazku ¢. v 4. experimentu vybélovani roztoku [RE]
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Obrazek 34: Subspektra ziskand z FA spekter z 4. experimentu (viz obrézek ¢.
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5.1.3 Absorp¢ni spektrum RF v H,O

V dalsim meéreni jsme zkoumali fotodegradaci riboflavinu v ¢isté vodé, tedy bez pritom-
nosti fosfatovych iontt. Jak lze vidét na grafu ¢. [35] vybélovani [RF] ve vodé v porovnéani
s grafem ¢. [25] vidime velky rozdil na absorpénim pasu 446nm. Ve vodé se tento pas
vybéluje podstatné pomaleji nez v PBS.

Vidime taktéz, ze se méreni absorpéniho spektra pred dodanim energie do vzorku
vymyka predpokladanému chovani na vsech 4 absorpcénich pasech. Ocekavali bychom, ze
absorpéni spektrum bude s dodanou energii klesat, tedy vzorek se bude vybélovat. V
tomto pripadé ale po dodani 10J energie do vzorku absorpcéni spektrum vzrostlo skoro
v celém pasu vinovych délek. Jedind dvé mista, kde se absorpcéni spektrum chova podle
predpokladi, je ¢ast mezi 300 nm a 330 nm a samotné pozadi (od ~520 nm). Vsude jinde
bychom cekali, Ze bude absorpce zhruba o 10 -15% vétsi. Vzorek jsme nijak béhem méteni
neupravovali a byl pfipraveny za tmy. Pozadi absorpcéniho spektrometru je diky nulovosti
absorpc¢niho spektra nad 520 nm spravné nameéreno. Opét miizeme pozorovat neocekavané
chovani v absorpénich hodnotach okolo dodané energie 50 J na vlnovych délkach 220 nm,
240nm, 260 nm, 330 nm a 372nm (grafy ¢. [36]).

Méreni absorpce 50 UM roztoku RF v H;0
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Obrézek 35: Zména absorpéniho spektra 50 pM roztoku [RE| v HyO v zévislosti na dodané
energii na danych vinovych délkach. Vzorek je pripraveny za svétla.
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Obrézek 36: Postup zmén absorpce béhem vybélovani 50 pM roztoku [REl v H,O na da-
nych vinovych délkach. Pro pasy 220 nm, 240 nm a 260 nm je vlnova délka jen priblizn4,
vynasely se hodnoty absorbance pro maxima a minima v téchto oblastech. Jak lze vidét
v obrazku ¢. maxima a minima okolo danych vinovych délkach se posouvaji.
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5.1.4 Absorp¢ni spektrum RF + NalN3 v PBS

V diplomové praci zkoumdme vliv azidu sodného (NaN3) na fotodegradaci RE. Azid
sodny diky svému vlastnimu absorp¢nimu spektru zvysuje absorpci v UV casti spektra,
kde je absorpce roztoku [REl 4+ [NaNj] oproti [RE] az dvojndsobna [60, Strana 24] (viz obr.
B7). [NaNg vsak uz od 270 nm neabsorbuje, a proto zvyseni hodnot absorpce ve viditelnych
pasech (i maximum na hodnoté 267 nm) neni zptusobeno jeho absorpci.

Byla také mérena zména absorpéniho spektra v zavislosti na energii dodané do vzorku.
Absorpcni spektrum jednotlivych méreni na vinové délce 446 nm se chova zprvu linedrné,
ke konci absorpce klesd pomaleji (obr. . Na vsech vlnovych délkach vidime zménu v
absorpci pro 50 J dodané energie, kdy se objevuje inflexni bod pro absorpc¢ni krivky.

0.6 | .
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U |— 1 [l [ ! L L L L
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Obrézek 37: Absorpcni spektrum roztoku 0,2 mM [NaN3| v PBS.
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Obrézek 38: Porovnani 50 pM roztoku RF v PBS a roztoku 50 pM RF + 2mM [NaNj| v
PBS, priprava obou vzorki probihala za svétla.
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Obrazek 39: Porovnani 50 pM roztoku RF v PBS a roztoku 50 pM RF + 0,2 mM [NaN3| v
PBS, priprava obou vzorkii probihala za tmy.
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Méreni absorpce roztoku 50 uM RF + 0,2 mM NaNs v PBS
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Obrazek 40: Absorpcni spektrum 50 pM roztoku RF + 0,2mM [NaN3| v PBS v zévislosti
na dodané energii do vzorku.
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Obrézek 41: Postup zmén absorpce béhem vybélovani roztoku 50 pM [RE + 0,2 mM
na danych vlnovych délkach. Pro vlnovou délku 266 nm je hodnota priblizna, vynasely se
totiz hodnoty absorbance pro maxima v této oblasti. Jak lze vidét v obrazku 0] maxima
a minima okolo danych vinovych délek se posouvaji. Data pro 0J na vlnové délce 240 nm
nebyla zmérena.
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5.1.5 Absorpc¢ni spektrum RF + AlPcS; v PBS

Pro ovéreni kvality materidlu bylo nejdfive zméreno absorpéni spektrum 5 pM roztoku
AlPcS, v PBS (obrézek ¢. [42).

Presnost michan{ vzorkt[RE a jsme ovéfovali méfenim vSech absorpénich spek-
ter. Tato spektra poukazuji na pripadnou moznost interakce [RF] a [ATPcS,] PFi prvnich
dvou experimentech jsme michali vzorek podle tabulky ¢.[2] na poslednim, 3. experimentu,
jsme vzorky michali dle tabulky ¢. 3] Bylo to kvili nizké reprodukovatelnosti pipetace
malych objemt vzorku. Koncentrace byla tak kazdé méfeni s velkou chybou jina

(obrazek ¢. 43| vs. obrazek ¢.

Zatimco absorbance [RE] rostla linearné s jeho koncentraci, rozdily v absorpci
pozorovat lze. Objevuje se pokles a nartist absorpce na vlnovych délkich 670 nm
a 690 nm s rostouci koncentraci [REL
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Obrézek 42: Absorpc¢ni spektrum 6 pM roztoku [ATPcSy|
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Obréazek 43: Absorpéni spektrum roztoku 5 M a RF s riznymi koncentracemi, 3.
experiment.

Zména absorpce na jednotlivych vinovych délkach, 4. experiment
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Obrazek 44: Zména absorpce roztoku 50uM RF + 5pM na vlnovych délkach

445nm a 672nm, 3. experiment.
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Obrazek 45: Detail absorpéniho pasu na vinové délce 673 nm pro 3. experiment (graf ¢.
. Ukazka nartastu a poklesu absorpce na 670 nm a 690 nm v hlavnim absorpénim pasu
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Obrézek 46: Zména absorpce pro 3. experiment (graf ¢. [44)) na vlnovych délkdch 670 nm
a 690 nm.
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Obrazek 47: Absorpcni spektrum roztoku 5pM ftalocynaninu s riznymi koncentracemi
RF, 2. experiment.

Zména Absorpce na jednotlivych vinovych délkach pro 3. experiment
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Obrazek 48: Zména absorpce absorpéniho spektra roztoku 50 tM RF + 5 pM ftalocyaninu,
2. experiment, na vlnovych délkach 445nm a 672 nm.
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5.2 Fluorescenc¢ni spektra

5.2.1 Fluorescencni spektra RF

Fluorescen¢ni spektra 50 pM roztoku [RE] v PBS jsme po zméfeni museli upravit na
spektralni citlivost pristroje.

V experimentu méreni fluorescence [RE| v PBS muZzeme pozorovat jisty efekt. Vidime,
ze jak se maximum na 530 nm postupné vybéluje, fluorescencni spektrum roste na vinové
délce okolo 472nm. Jelikoz pristroj ale neméril presné a fluorescencéni spektra ménily své
amplitudy, nemtzeme tict, zda-li je tato zména linearni, jestli je viibec linearni, nebo se
zména spektra pri urcité energii zméni a bude naopak klesat. V dusledku technickych
problémil pocitace béhem méreni fluorescence v tomto experimentu dochéazelo ke zmé-
nam integrac¢ni doby detektoru, proto hodnoty fluorescence neptredvidatelné kolisaly (viz
obrazek ¢. . Chyby zptisobené timto efektem jsme se pokusili opravit (obrazek ¢. 49| a

. 50)

Fluorescencni spektrum 50 uM roztoku RF v PBS
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Obrézek 49: Fluorescen¢ni spektrum 50 pM roztoku [RE| v PBS, 3. experiment, 23. 11.
2022.
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Fluorescencni spektrum 50 pM roztoku RF v PBS
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Obrézek 50: Fluorescen¢éni spektrum 50 pM roztoku [RE v PBS, 2. experiment, 23. 11.
2022. Spektra byla naskalovana kvili problémtm s pocitacem.
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Obrézek 51: Fluorescen¢ni spektrum 50 pM roztoku [RE| v PBS, 2. experiment, 23. 11.
2022. Tato spektra nejsou upravena.
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Rozdil fluorescence v maximech, 2. experiment
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Obrazek 52: Rozdily maxim fluorescence (grafy ¢. [50|a ¢. pri 2. experimentu.

V prvnich méfenich byl pouzit dlouhovlnny filtr 460 nm. Méfeni ale naznacovala rist
signalu na kratsich vinovych délkach, proto jsme provedli nové métreni s nové zakoupenym
dlouhovinnym filtrem 425 nm. 50 pM roztok [RE] v PBS jsme kontinuélné ozafovali 15 mW
laserem na 405 nm a mérili fluorescencéni spektra v pravidelnych intervalech po 10s. Poz-
déji, kdyz se spektrum meénilo pomaleji, jsme mérili v delsich ¢asovych tsecich, 30s, 60 s,
300s a nakonec 600s. Celkové jsme do vzorku dodali az 110J (viz obrazek ¢. [53)).

Diky novému filtru vidime, ze fluorescenc¢ni péas okolo vinové délky 470 nm prubézné
roste a ze to nenf artefakt méfeni. Jak vidime na obrézcich ¢.[53a ¢.[54] fluorescenéni signdl
se na vinové délce 530 nm pri energii 2,3 J zastavi a zacne na chvili stoupat pti dodavani
dalsi energie. Na 5,5J se stoupani zastavi a fluorescence zase zacne klesat (obrazek ¢.
54]). Tento efekt pozorujeme komplementdrné na stejnych hodnotédch dodané energie i
na vinové délce 470 nm. Novy emisni pas se zde teprve tvori, efekt je tedy kvalitativné
podobny, ale zrcadlové prevraceny.
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Fluorescence, vybélovani, 50 uM roztok RF v PBS
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Obrézek 53: Fluorescen¢ni spektrum pii vybélovani 50 pM roztoku [RE] v PBS, 4. experi-
ment. Legenda je uvedena v energii dodané do vzorku béhem vybélovani.

Priibéh fluorescence vybélovani roztoku RF na dané vinové délce
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Obrézek 54: Zména fluorescence béhem vybélovani na specifickych vinovych délkach.
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5.2.2 Fluorescenc¢ni spektra RF v H,O

Tato spektra jsme taktéz upravili jak o spektralni zavislosti, tak i o velikosti hodnot.
Fluorescence byly méfeny po zméfeni kinetik (viz vysledky v kapitole . V tomto
pripadé bylo do vzorku vzdy dodédno 10J energie béhem méreni kinetik [[Oy a s 15 mW
kontinualnim laserem zméreno fluorescencni spektrum béhem 2s. Tuto energii 30 mJ tedy
budeme zanedbévat oproti energii z kinetik. U fluorescen¢nich spekter 50 pM roztoku [RE]
v HyO se ale ukézalo, ze tento efekt nartstu dodatecného fluorescencniho pasu okolo
470 nm nenastava vibec. Lze taktéz pozorovat, ze tvar spekter pri dodané energii 100 J
neodpovida tvaru spektra pro roztok [REl v PBS. V PBS je spektrum pro tuto energii
mnohem plossi. Roztok [RE] v HyO se tedy vybéluje pomaleji nez roztok [RE v PBS.

Fluorescencni spektrum 50 uM roztoku RF v H,0
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Obrazek 55: Fluorescen¢ni spektrum 50 pM roztoku [RE] ve vodé, 3. experiment

48



5.2.3 Fluorescencni spektra RF 4+ NalNj

Toto méteni probihalo stejné, jak méreni fluorescencnich spekter RF v HyO. Po zmeé-
fen{ kinetik [[Oy a dodani 10J do vzorku jsme zmé&Fili fluorescenéni spektra opét béhem
2s a do vzorku dodali dalsich zanedbatelnych 30 mJ. Efekt nového fluorescenéniho pasu
okolo vlnové délky 470 nm v tomto méreni taktéz nepozorujeme. Vidime vsak ale, Ze se
fluorescencni spektra vybéluji podobné rychle, jak v pripadé roztoku [REl v PBS.

Fluorescencni spektrum roztoku 50 uM RF + 0,2 mM NaN3
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Obrézek 56: Fluorescen¢ni spektrum 50 pM roztoku [RE + 0,2mM v PBS, 3. experiment
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5.3 Kinetiky singletniho kysliku
5.3.1 Kinetiky 10, a 3RF v roztoku RF v PBS

Méteni kinetik probihalo na méfici aparatuie (obr. , do které jsme umistili méreny
vzorek 50 pM roztoku [RFl v PBS v kiemenné kyveté. Vzdy jsme pouzivali 1 cm kiemenné
kyvety o tloustce stény 1 mm. Diky tomu, ze kyvety maji lesténé dno, jsme mohli svitit
excitacnimi pulsy zespodu vzorku a signal odebirat boc¢ni sténou. Je to proto, Ze tento
signal bude rovnobézny se stérbinou monochromatoru.

Jako experimenty budeme oznacovat celé méfeni kinetik Oy pro dany roztok. Expe-
rimenty vétsinou obsahovaly 9 -10 sad kinetik, v nékterych pripadech az 14 sad. Sady
mé&feni jsou skupiny 10 kinetik, kazd4 o 10° opakovani laserovych pulst o energii ~ 10 ]
pro mé&feni roztoku [RE] kdy jsme excitovali na 446 nm. Jednotlivé sady tedy dodaly do
vzorku priblizné 10J energie. Pro méteni roztoku ftalocyaninu, kdy jsme excitovali na
665 nm, jsme méfili s energii (1,0 £0,1) nJ a (0,2 +0,1) pJ laserovych pulsu. Slabsi ener-
gie laserovych pulsi byla béhem 3. experimentu méfeni roztokt diky opottebeni
nelinedrniho krystalu v laseru. Nastaveni laseru bylo totozné jak u jinych méreni [ATPcS,|

Kinetiky singletniho kysliku v 50 pM roztoku RF v PBS, 1. sada,1. kinetika
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Obrazek 57: Piiklad zobrazeni kinetik singletniho kysliku pro 50 pM roztok [RE] 1. expe-
riment, 1. sada, 1. kinetika.

Data z kinetik nam daly pocet zaznamenanych signali v daném case, tedy urcity
histogram. Tyto hodnoty jsme poté fitovali funkcﬂ

f(x) = A-(exp(—z/t) — exp(=z/T)) + ¢ (5.1)

za pouziti gnuplot kédu (viz prilohu, kapitola [9.1)). Vyuzivime rovnice ¢. [2.11} kde po-
kladame prefaktor ,@flkl za konstantu A, ks za %, ki za % a samotny ¢as t v rovnici za
z. KdyZ zjistime hodnotu pozadi (konstanty ¢, fitujeme od 75 po 100 ps, kde je signal

luminiscence [[Oy] uz nulovy), rovnici f(x) fitujeme ziskana data od 0,3 po 100ps. Na

20V obrazcich se miize vyskytnout f(z) = A-(exp(—z/t)—exp(—xz/T))—c, kde je sice pozadi nafitovino,
ale odecteno z nafitované funkce
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Tabulka 5: Hodnoty konstant A,t,7 a ¢ (A a ¢ vyjaddfeny v poctu pulsi U) pro méreni
50 pM roztoku [RE v PBS - 1. sada méfeni z 19. 04. 2023.
(E D] [ AU oa (U] €[] ous) [T [us] orlps] [ [0]- 102 o, - 102 (0]

10 | 42,96 18,72 | 445 029 | 324 024 14,60 0,38
20 | 3746 14,78 | 461 029 | 3,30 0,23 14,11 0,37
30 | 58,65 5891 | 432 044 | 350 0,39 14,22 0,37
40 | 2254 342 | 506 020 | 291 0,14 14,37 0,38
50 | 51,89 40,86 | 4,42 040 | 348 0,34 14,16 0,37
60 | 3946 1773 | 453 031 | 3,30 0,25 14,27 0,38
70 | 37,56 15,79 | 4,56 030 | 3,28 0,24 14,22 0,38
80 | 19,98 252 | 527 0,19 | 2.8 0,13 14,18 0,38
90 | 18,88 2,19 | 534 0,18 | 2,83 0,12 14,26 0,38
100 | 44,75 28,72 | 441 036 | 3,38 0,31 14,11 0,37

Tabulka 6: Pramérné hodnoty konstant A, ¢, T a ¢ (A a ¢ vyjadfeny v poc¢tu pulsu U) pro
jednotlivé sady méreni 50 pM roztoku [RFl v HyO - vSechny sady méteni z 6. 12. 2023.
(E DA U] oa [U]] € [us]_oulus | T[] orls] [¢ [U]-10° o, 102 [U]]

10 | 1990 167 | 507 0,13 | 2,23 0,08 12,37 0,50
20 | 1587 1,25 | 5,14 0,14 | 230 0,08 12,60 0,50
30 | 13,62 1,08 | 528 014 | 220 0,08 12,81 0,51
40 | 13,18 1,31 | 514 0,16 | 232 0,10 13,14 0,51
50 | 10,65 0091 | 528 0116 | 220 0,09 13,20 0,51
60 | 978 094 | 522 018 | 225 0,11 13,17 0,51
70 | 846 081 | 525 019 | 2,16 0,11 13,46 0,52
80 | 7,19 0,76 | 544 020 | 2,07 0,111 13,40 0,52
90 | 6,95 093 | 526 022 | 216 0,13 13,62 0,52
100 | 6,51 091 | 516 024 | 223 0,14 13,78 0,52
110 | 6,37 1,18 | 500 027 | 224 0,16 13,85 0,52
120 | 6,76 2,18 | 481 034 | 245 023 13,73 0,52
130 | 454 0,78 | 524 029 | 2,07 0,16 13,92 0,53
140 | 3,82 045 | 551 028 | 196 0,14 14,06 0,53

zacatku kinetik totiz dostavame signaly z rozptyleného excita¢niho zareni a fluorescence
vzorku a je potfeba tyto signaly z fitu odstranit. Pro kazdou kinetiku z dané sady byly
pouzity stejné pocateéni parametry, které byly ziskany z testovaciho fitu prvniho méreni.
To je dulezité zejména pro sady, kdy uz byl vzorek skoro vybéleny. V téchto kinetikach
gnuplot Spatné pocita hledané konstanty, pokud mu nedame pocatecéni podminky. Ziskané
vysledky potom aritmeticky primérujeme.

V tabulce ¢. [f je priklad ziskanych vysledki z jednoho z méfeni 50 pM roztoku [REL Je
nutno poznamenat, ze se hodnoty fitovanych parametri lisi az o 10%, pokud nepouZzijeme
stejné pocatecni podminky. Po zpracovani vSech sad kinetik pro jednotlivé experimenty do-
stavame konecnou tabulku (tab. ¢. v priloze). Provedli jsme celkové 4 experimenty
pro méteni kinetik singletniho kysliku v 50 pM roztoku v PBS, 2 experimenty pro
50 M roztok [RF] v H,O, 3 experimenty pro roztok 50 pM [RF] + 0,2 mM [NaNj| v
PBS a 3 experimenty pro roztok [RF] o ruznych koncentracich + 5puM ftalocyaninu
v PBS.
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Na grafech (obréazek ¢. muzeme vidét zménu amplitudy fitu pro 4 experimenty
meéreni 50 ptM roztoku RE v PBS. Pozorujeme velké chyby v 2. a 3. experimentu, zatimco
v 1. a 4. experimentu jsou chyby prijatelné.
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Obréazek 58: Zména amplitudy fitu pro 4 experimenty 50 pM roztoku RF v PBS. Vlevo
nahote 1. experiment métreny 30. 3. 2022, vpravo nahofe 2. experiment méteny 23. 11.

2022, vlevo dole 3. experiment méreny 19. 4. 2023 a vpravo dole 4. experiment métreny 5.
12. 2023.

V kazdém experimentu jsme méfili doby Zivota t a T, tedy doby zivota [LO4) a doby
zivota m Z mé bakalaiské prace |1, kapitola 6.3] vime, Ze doba ¢, tedy clen exp(=*) v

rovnici pifslusi pravé [[Og} Doba T, tedy ¢len exp( ) v rovnici n bude potom
nalezet Eﬁﬁ

Lze vidét, ze jsou hodnoty doby Zivota [[Oy kvantitativné odlisné, kvalitativné jsou
podobné jen 2. a 3. experiment. U vSech experimenti za¢ina tato doba zhruba na (4,7 £
0,3) ps, tedy kromé prvniho, kde to je (5,0+£0,2) ps. Pro 2. a 3. experiment byl jak pribéh,
tak hodnoty velmi podobné, konéici na zhruba (3,8 + 1,2) pus. Pro 1. a 4. experiment je
koneéna hodnota zhruba (4,7 £+ 0,4) ps, avSak prubéh je zde odlisny. Zatimco v piipadé
experimentu 1 hodnota klesala, hodnota ke konci 4. experimentu byla v ramci chyby
konstantni (4,7 £ 0,3) ps.

Pro dobu zivota tripletnich stavi je chovani o néco jednodussi. Kvalitativné se doba T
v kazdém experimentu zmensuje, v 1. a 4. experimentu se zmensuje rychleji. Doba zivota
T zacinala pro vSechny experimenty okolo hodnoty (3,3 + 0,2) us pro 0 dodané energie.
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Obrézek 59: Vlevo priklad kinetiky pro 2. experiment pro [RFl v PBS, sada kinetik pro E
= 70J, 5. kinetika; vpravo 3. experiment pro [RF v PBS, sada kinetik pro E = 30J, 3.
kinetika.
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Obrézek 60: Vlevo doba zivota[[O4] t, vpravo doba zivota PREI T pro souhrn experiment
50 uM roztoku [RE| v PBS. 4. méreni obsahuje kinetiky i po 5J dodané energie.

Pro 2. a 3. experiment mame konstantni doby zivota (3,440,4) ps do 40 J dodané energie,
potom se tato doba snizuje k hodnoté (2,9 £+ 1,0) ps. Pro 1. a 4. experiment je chovani
odlisné, protoze uz od zacatku tato doba klesd k hodnoté (1,9 4+ 0,2) ps .

Rozdil v téchto experimentech je pro 3. a 4. experiment, kdy jsme vzorek pripravovali
ve tmé. Tato skutecnost se ale statisticky neodrazi na namérenych datech. Chyba fitu je
ovsem tim veétsi, ¢im je dodand energie vyssi, pro 2. a 3. experiment jsou dokonce chyby
pro doby Zivota az 45%, ale pro 1. a 4. experiment tyto chyby nepiesahly 10% ani pro
vyssi dodané energie.

5.3.2 Kinetiky 'O, a 3RF v roztoku RF v H,O

V dalsich experimentech jsme zkoumali vliv zamény PBS za deionizovanou vodu. U 1.
experimentu doslo u doby Zivota[lO ke zvigeni hodnoty z (4,940,2) ps na (5,440,2) ps v
prvnich 20 J dodané energie. Tato doba zivota se drzela zhruba konstantné a na 50 J zacala
klesat. Klesla az na hodnotu (4,6+0,3) ps. U 2. experimentu, ve kterém jsme roztok [RF ve
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Obrézek 61: Vlevo doba zivota[[O,] vpravo doba zivota PREl pro roztok 50 pM [RElv H,O.

vodé vybélovali mnohem déle (se stejnymi energetickymi kroky), vSak k tomuto chovani
nedochézi. Doba Zivota [fO4] v tomto pifpadé roste od (5,1 & 0,1) s az po (5,4 £ 0,2) ps
na 80J dodané energie. V tomto momentu zac¢ne vyrazné klesat az na (4,8 &+ 0,3) ps pri
120 J a nésledné hned stoupat zpét na (5,5 + 0,3) ps.

Co se tyké doby zivota PREL ta je pii vybélovani konstantni v rdmci chyb do energie
110J, tedy (2,2 £ 0,1)pus. Na energii 120J vzroste a klesd na hodnotu (2,0 4+ 0,1) ps.
7 hlediska chyb je tato doba Zivota PRE| konstantni i u 1. experimentu, tentokrat ale
s hodnotou az (3,1 + 0,2) us. Tato doba zivota zacne zdanlivé klesat vzdy az ke konci
experimentt. To se v experimentech [RF v PBS v Zddném z experimentt nevyskytlo, doba
zivota PRE| tam v kazdém piipadé kles4.

5.3.3 Kinetiky 'O, a 3RF v roztoku 50 pM [RF] + 0,2mM NaN3; v PBS

V dalsim experimentu jsme zkoumali vliv pridani 0,2mM NaNj. NaNj je specificky
zhésec [[O4] [61] a ocekdvame tedy eliminaci fotoefektu II. typu (viz kapitolu . Doba
zivota singletniho kysliku [fO4] by se tak méla vyrazné snizit a PREl by mél mit svoji dobu
zivota stejnou jak bez [NaN3l Uz v mé bakalaiské préci |1, kapitola 6.5] se ale ukazalo,
7e [NaN3| vyrazné snizuje i dobu Zivota PREL Byl proveden experiment (2. experiment
méteny 30. 11. 2022), kde byla chybné namichédna koncentrace [NaNg| 10x vyssi. V tomto
méfeni 2mM zcela zmizel signal [[O,] a zbyla pouze emise PRE, kterd byla fitovana
jednoexponencialnim poklesem s dobou zivota T (viz kinetika ¢. .

Meéreni probihalo stejné jak v predchozim ptipadé. I tyto experimenty probihaly s
nastavenim aparatury stejné jak méieni [RE] v PBS. Pro 1. experiment jsme zkouSeli
fitovat i funkei, ktera je bliz rovnici ¢.[2.11} tedy f(z) = ﬁ(exp(—x/t}—exp(—x/T}).
Vysledky byly témér totozné pro rovnici ¢. [5.1], rozdily se vyskytovaly az na tisicindch ps,

tedy vyrazné pod chybou urceni.
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Obrazek 62: Kinetiky PRE] pfi méfeni roztoku 50 pM RE + 2mM [NaNg| 2. experiment,
4. sada, 3. kinetika.

Doba Zivota 10, pro méfeni roztoku 50 pM RF + 0.2 mM NaN3 v PBS Doba Zivota >RF pro méfeni roztoku 50 uM RF + 0.2 mM NaN3 v PBS
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Obrézek 63: Vlevo doba zivota [fO4), vpravo doba zivota PRE] pro roztok 50 pM [RE +
0,2mM [NaN;] Experiment z 30. 11. 2022 probéhl za $patné namichané koncentrace [NaN3|
kterd byla 2mM. Nevidime proto zadnou dobu zZivota @ pro 2. experiment, protoze
mnozstvi efektivné zhasi [[Og)

Doba zivota [[O4) je v ramci chyb v 1. experimentu stejnd, a to (2,940,2) ps. V druhém
experimentu rostla od (2,4 &+ 0,1) ps po (2,8 + 0,3) us. Chyby pro tyto ¢asy nebyly vétsi
nez 5 -10% hodnoty doby zivota pro kazdé sady kinetik.

Co se tyce doby zivota PRE] je tato situace trochu odlisni. Chyby jsou zde opét ma-
ximalné 5 -10% a v kazdém experimentu jsou doby zivota PRE| odlisné. Rozdil v téchto
experimentech je opét pouze ten, ze v 3. experimentu jsme pripravovali vzorek za tmy, v
1. experimentu jsme jej pripravovali za svétla a ve 2. experimentu byla koncentrace
2mM. V 1. experimentu doba Zivota PRE| za¢ind na (0,8140,04) ps a zdanlivé od 50 J roste
az k (1,0 £ 0,2) us. Chyby ¢ast jsou bohuzel v rdmci porovnani s ostatnimi hodnotami
velké, a tedy nelze presné urcit, jestli hodnota roste nebo je v rdmci chyb konstantni. Ve
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3. experimentu je situace obdobnd, doba zivota je zdanlivé konstantni, tedy (1,3+0,1) ps.
V pripadé 2mM koncentrace doba zivota roste od (1,0 £+ 0,1) ps po (2,2 £ 0,3) ps.
Na 100J dodané energie doba Zivota PRFl klesla az na (1,6 4 0,2) ps.

5.3.4 Kinetiky 'O, a 3AlPcS, roztoku 50 pM RF + 5puM AlPcS,

V téchto 3 experimentech jsme zkoumali, jak bude [RE zhaset [[O,] vytvoreny >AlPcS,.
Vzorek jsme excitovali na vinové délce 665nm a michali dle tabulky ¢. 2 a ¢. [3] Meérili
jsme 1 experiment ¢istého 5 uM roztoku na porovnani vysledku s roztokem [RF +

Doby zivota [[Og]i 2AlPcS, maji v experimentu s ¢istym presné opacny vyvoj.
Doba zivota [[O,] se zdanlivé pfi malych koncentracich zvysuje. Z hlediska chyb se pozdéji
ustali okolo hodnoty (4,040,1) ps. Doba Zivota *AlPcS4 se naopak zmenguje az ke konecéné
hodnoté (1,6 + 0,1) ps. Nutno podotknout, ze hodnota pro 1pM koncentraci ma diky
slabym kinetikdm vysokou hodnotu chyby fitu. Pro 20 tM koncentraci ftalocyaninu vidime
lokalni pokles a nartist v dobach Zivota pro[fOg AlPcS, respektive. Tento pokles i nartist
je ale v ramci chyby zanedbatelny a proto tyto doby Zivota bereme od 5 1M za konstantni.
Tyto vysledky vidime na obrazku ¢. [64]

Pro roztok RE] + jsme méFili koncentrace [RE od 0 pM po 100 nM se zaméfenim
na mensi koncentrace, dle tabulky ¢. [3l V téchto roztocich jsme vzdy pouzivali 5pM
roztok Ve v8ech 3 experimentech vysledky vysly podobné v rdmci chyb, které
byly pro 1. experiment a 3. experiment maximélné 15%. Pro 2. experiment byla tato
chyba v mnohych piipadech az 30%. Experimenty s malymi koncentracemi [RE] maji pak
doby zivota, které se chovaji nepredvidatelné. K maximalnim mérenym koncentracim se
doba zivota [fOy] ustali na hodnoté (3,6 & 0,3) ps pro [[Oy] s vijimkou 2. experimentu, kdy
vzrostla na (4,0 &+ 0,7) ps. Doba zivota *AlPcS, se ustélila na (1,6 + 0,3) ps s vyjimkou
4. experimentu, kdy tato hodnota opét narostla az na (2,0 + 0,3) ps. Vysledky pro ¢isty
roztok ftalocyaninu a pro roztok [RE] + ftalocyaninu vidime na grafech ¢[64] ¢. [65 a ¢. [66]

Doba Zivota 105 v riiznych koncentracich AlPcS,

1
45 1 Oz

3
- AlPcS
alb [t —2 i CS4
3.5

t [ps]

1'| ] 1 ] ] ]

0 10 20 30 40 50
calpcs, [HM]

Obrazek 64: Zavislost doby Zivota [[Oq] a ALPcS, na koncentraci AlPcS,.
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Doba zivota 10, roztoku 5 uM AIPcS4 o rliznych koncentracich RF

4-4 | 1 I ] I I
RF + AIPcS,, 1. experiment
RF + AlPcS,, 2. experiment
4.2 I RF + AlPcS,, 3. experiment 1
4 -

t [ps]

36 ]

3.4 L1 1 1 ! I 1
0 20 40 60 80 100

cre [LM]

Obrézek 65: Doba zivota [[O4] pro roztoky ¢istého 5 pM AlPcS, a pro x pM RE] + 5pM
AlPcS,, kde chyby neuvadime kvili prehlednosti. Tyto chyby jsou zobrazeny v ptiloze,
obrazek ¢. [@.3

Doba Zivota AlPcS4 roztoku 5 uM AIPcS; o rliznych koncentracich RF

| | | ] | |
24 |- RF + AlPcS,, 1. experiment |
RF + AIPcS,, 2. experiment
RF + AlPcS,, 3. experiment
22 .
o'
= 2 F -
l—
18 | /K -
-
1.6 | -
| 1 | | 1 |
0 20 40 60 80 100
cre [MM]

Obrazek 66: Doba Zivota 3AlPcS, pro roztoky ¢istého 5 pM AlPcS, a pro x pMRE + 5 M
AlPcSy, kde chyby neuvadime kvuli prehlednosti. Tyto chyby jsou zobrazeny v priloze,
obrazek ¢. Q.3
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6 Diskuze

6.1 Absorpcni spektra a fotoprodukty

Riboflavin, jak bylo jiz nékolikrat zminéno, je velmi fotocitlivy. Jeho absorpéni péasy se
vyskytuji jak v UV oblasti, tak ve viditelné ¢asti, takze vliv slunec¢niho ¢i umélého svétla
je vyrazny. V diplomové praci jsme zjistovali, jak dobfe se riboflavin na svétle rozpada a
jaky vliv maji nové vzniklé fotoprodukty na tvorbu a zhaseni singletniho kysliku.

Béhem experimentu bylo zjisténo, ze vzorky s riboflavinem je nutno pripravovat za
Cerveného svétla nebo ve tmé. Cervené zareni [RE| absorbovat nemiize, a tak jsme elimi-
novali jakékoliv fotorozpady. Presun [RE| mezi méficimi aparaturami probihal v drzdku,
kde se kyveta s roztokem ukryvala pod svétlotésnym krytem. Jak lze vidét na obrazku
¢. 22 rozdil v absorpci vzorku pri pfipravé na svétle a ve tmé je zdsadni. Jsou to dva
vzorky pripravené kazdy zvlast, takze minimalni rozdil v koncentraci vlivem chyb vazeni
a michani se miize objevit. Pokud se ale podivame na vlnovou délku 300 nm, tak mizeme
pozorovat, ze je zde absorpcéni spektrum pro pripravu na svétle silnéjsi. To je v souladu s
dalsimi experimenty, kde bylo zjisténo, ze absorpcni spektrum na této vinové délce roste
tim vice, ¢im déle je vzorek vystaven svétlu (viz obrazek ¢. . Podobné efekty lze vi-
dét napriklad u ndbéhu absorpce na vinovou délku 446 nm. Absorpce zde roste pomaleji,
protoze je uz z malé Casti vybéleny.

Na dalsich absorpénich spektrech (obrdzek ¢. 23] a ¢. vidime vliv pifpravy ve tmé.
Pokud vzorek pripravujeme na svétle, mizeme pozorovat narist absorpce na absorpénim
pasu 373 nm a 260 nm pii dodané energii 10 J, ktery ale v druhém ptipadé absorpce vzorku
pripravovaného za tmy nenalézdme. Nastava zde tedy rozdil, pokud roztok [RE| absorbuje
na vlnové délce 446 nm nebo v celém jeho absorpénim spektru. V roztoku tedy nejspis
vznikaji jiné stavy [RE] které absorbuji v tomto pasu méné. Béhem dodavani 10 J energie
se vrati zpét do zakladniho stavu a zacnou se vybélovat za vzniku jinych fotoprodukti.
Nérust tohoto pasu mize byt zpusoben taktéz pritomnosti néjakého fotoproduktu (LC
nebo FMF), ktery se pozdé&ji opét pretvori na [REL Tento efekt v experimentu ¢. ﬂ nevi-
dime a vidime zde tedy, Ze se[RE| opravdu velmi jednoduse na svétle rozpadé. Tento rozdil
by teoreticky mohl nastat, pokud by bylo jiné nastaveni mezi energii 0J a 10J. K tomu
vsak nedoslo, pozadi v celém experimentu bylo v ramci chyb pro vSsechna méreni stejné.
Rozdily, které v pasu 373 nm nastavaji, jsou na to prilis velké.

Na obrazku ¢. vidime, ze absorpéni spektrum se méni na nékolika zajimavych
vinovych délkach. Na vinové délce 446 nm se vybéluje [RE] slozka (dle experimentu [62],
obrazek ¢. . Na vInové délce 373 nm absorpcni spektrum taktéz klesa a lze zde vidét
naznak vytvareni nového absorpéniho pasu na vinové délce 373 nm. Nartst takového pasu
znadici tvorbu fotoproduktu CDRF vidime na obrazku ¢. [69, ktery byl méfeny pro 1M
fosfatové roztoky. Diky pouzitému rozpoustédlu PBS byla fosfatova koncentrace v nasich
roztocich pouze 8 mM, presto je zména absorpcéniho péasu viditelna. Na vinovych délkach
od 300 nm po 335 nm vidime, Ze zde absorpcni spektrum s vyssi dodanou energii do vzorku
nartsta. To znac¢i fotoprodukt LC, ktery ma sviij absorpéni pas posunuty blize kratsim
vinovym délkdm (viz. obrdzek ¢. [67] a ¢.[68)), kde taky absorbuje vice jak [REl Absorpéni
spektrum LF je skoro totozné s absorpcnim spektrem [RE] stejné tak ma FMF podobné
spektrum jako CDRF. Neni proto pouze s porovnavanim absorpc¢nich spekter mozné urcit,
zda-li se v nasem vzorku LF a FMF vyskytuje.

Proto jsme vyuzili moznost faktorové analyzy a aplikovali ji na soubor 11 absorpé¢nich
spekter z grafu ¢. 28] Z této analyzy jsme zjistili, Ze se ve vzorku vyskytuji 2 hlavni slozky,
samotny RF a jeden dalsi fotoprodukt. To ovsem neodpovida skutec¢nosti, a nejenom proto
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Obrazek 67: Absorpéni spektra RF (-), ) o
CDRF (-++) a FMF (----) v pH 2 a KCI- Obrézek 68: Absorpéni spektra LC (-),
LF (----) v pH 4.5 a acetatovém bufferu.

HCI bufferu. Pfevzato a upraveno z [56].
Pfevzato a upraveno z [56].

jsme byli nuceni provést detailnéjsi métreni roztoku[RE] méfeni na obrazku ¢.[25 Faktorova
analyza na téchto 60 spektrech odhalila az 5 slozek. To odpovida neutralnim roztoktim
s pritomnosti divalentnich anionti, kdy se tvori CDRF, FMF, LC a LF [56]. V roztoku
vsak zalezi i na pH a za predpokladu jeho neménnosti, které se pro nami pouzivany PBS
pohybuje mezi 7 -7.4, muzeme vyloucit jiné moznosti fotorozpadu [RE] které jsou zminény
v [56]. V tomto roztoku pH méreno nebylo, ostatni fotorozpady (za kyselych a bazickych
podminek) ale maji fotoproduktt méné. Pro potvrzeni pritomnosti jak CDRF a LC, tak
FMF a LF bychom museli provést dalsi spektrometrické nebo chromatografické metody,
na které bohuzel nebyl ¢as. Mozné metody jsou popsany v [64], [65] a [66]. Jedné se hlavné
o vodné chromatografie a specialni softwary pro analyzu absorpcnich spekter.

Absorpéni spektrum roztoku [RF ve vodé bylo méfeno pouze za pritomnosti svétla.
Vidime zde stejny efekt, ktery jsme vidéli pri pripravé roztoku[RE v PBS za svétla a ve tmé
(viz obrazky ¢. 23| a ¢. [24). Prvni méfeni absorp¢éniho spektra vzorku pripravovaného za
svétla, kdy jsme do vzorku nedodali zadnou energii, je v hlavnich absorpénich pasech slabsi
nez druhé méreni, kdy jsme do vzorku dodali energii 10 J. Tento efekt opét neprikladame
Spatnému pozadi, protoze na vlnovych délkach, kde [RF] neabsorbuje (550 nm a déle) je
absorpce podobna pro vSechna métreni. Mizeme si taktéz vSimnout, ze se vzorek vybéluje
pomaleji. Pds na vlnové délce 446 nm se zmensil po dodani 100J energie asi o 57%.
Pro experiment [RE] v PBS to ale bylo aZ o 84%. Podobny efekt pozorujeme na vinové
délce 240 nm. V pripadé vybélovani dochazelo k nartistu absorpce na této vinové délce po
24,75 J dodané energie, pak se absorpce zacala opét snizovat. V ptripadé experimentu pro
[RE ve vodé vsak pozorujeme, Ze absorpce stéle roste i na 100 J dodané energie. Odlisnosti
najdeme i na vlnové délce 200 nm v porovndni s obrazkem ¢. [25] V experimentu pro [RF] ve
vodé toto spektrum nartistd rychleji, nez naristd v experimentu pro vybélovani[REv PBS.
Rychlost vybélovani pastu od 10@ dodané energie je v UV oblasti (220nm a 260nm)
pro oba pripady stejnd. Experiment pro absorpci roztoku REl v HoO tedy poukazuje

2INemtizeme diky prvnimu méieni, které je vlivem svétla v absorpénim spektru pii 0.J dodané energie
nizko, porovnavat hned od prvniho naméreného spektra.
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Obrézek 69: Absorpéni spektrum v UV a viditelné casti spektra fotodegradova-

a /viditelné é:ﬁtsti spektra fotodegradova- ngch roztokd [RE (100 uM, pH 7) a) s 2 M
nzf,ch roztol‘m [RE (50 uM, pH 07) a) za koncentraci fosfata na 0, 2.5, 5, 7.5, 10,
pitomnosti 1 M roztoku fosfdti a b) za 5 o) 95 50 40 50 & 60 minutich b)
pritomnosti 1 M roztoku sulfati. Cas je 50mM na 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80.

vyobrazen v minutach, byla pouzita rtu- 100, 120 a 150 minutach. Experimenty

tova lampa s vykonem 125 W. Prevzato probéhly za pouZitf rtutové lampy s vi-

z 62]. konem 125 W. Pfevzato z [63].

na pomalejsi vybélovani [RE] diky nepiftomnosti fosfatovych sloZek, které funguji jako
katalyzator pro fotodegradaci . Porovnéni pro absorpéni spektra roztoku [RF v HyO
pripravovaného ve tmé bohuzel neni.

Absorpce [NaNj| se vyskytuje pouze v UV ¢asti zhruba do 250 nm. Na obrazku ¢. 39
vidime, Zze 0,2mM koncentrace [NaN3| nijak neméni absorp¢ni spektrum, pokud je vzorek
pripravovany za tmy. Vysledek se ale zméni, pokud bude koncentrace vyssi (2mM) a
vzorek bude pfipravovany za svétla (viz obrazek ¢. . Zména absorpce na pasu 224 nm
je zpusobena jak koncentraci [NaNj| tak ¢astecnym vybélenim vzorku, kdezto zbylé pasy
jsou zpusobeny pouze ¢astecnym vybélenim [REL Agregace ¢i jiné ovliviiovani absorpéniho
spektra nen{ pozorované ani v jinych ¢lancich. Na dal$im obrézku ¢. 0] v porovnéni s
obrazkem ¢. 28| ale vidime, ze [NaN3| m4 velky vliv (podobné jak rozpousténi [RE] ve vodé)
na rychlost jeho fotodegradace. Pas na vlnové délce 446 nm se v tomto pripadé zmensil
0 64% (porovnejme s vodou - 57%). V ndmi meérené koncentraci a pouzivanych
koncentracich fosfatovych slozek v PBS (8 mM) vidime, Ze zdména PBS rozpoustédla za
vodu a pridani 0,2mM roztoku m4 podobny vliv na zpomaleni fotodegradace [REL
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Absorpéni spektrum ftalocyaninu bylo zméreno s velmi dobrou shodou s [67] (viz ob-
razky ¢. a C. , co se jeho maxim absorpce na 606 nm a 673nm tyce. I kdyz jsme
vsude michali stejnou koncentraci ftalocyaninu, jeho absorpéni pasy na 606 nm a 673 nm
nebyly ve vSech experimentech a mérenich stejné (viz obrazek ¢. 77). Bylo to zptsobeno
nizkou reprodukovatelnosti pipetace malého mnozstvi roztoku ftalocyaninu. Na treti po-
kus jsme pipetovali vétsi objem roztoku ftalocyaninu o mensi koncentraci a vysledek byl
znatelné lepsi (viz obrézek ¢. [43). nam v tomto experimentu absorboval i na vl-
nové délce 446 nm. Tam urcité absorbovat nemd, jak vidime na obrazku ¢. 2] Proto je
uveden absolutni ¢len ve fitovaci rovnici na obrdzku ¢. [44l To mize znamenat bud zne-
¢isténou kyvetu, chybné nastaveny pristroj nebo kontaminaci zdsobniho roztoku [ATPcS,]
V pripadé kontaminace takové, ze pozorujeme nartist na 446 nm, bychom méli pozorovat
vetsi nartist na vlnové délce 290 nm, kde se vyskytuje hlavni UV pés [REL

Pro experiment na obrazku ¢. 43| jsme zaznamenali zménu absorpcéniho spektra ftalo-
cyaninu v zdvislosti na pridaném mnozstvi [REl (viz obrdzek ¢. [44). V tomto nachdzime
dobrou shodu s ¢ldnkem [68], kde RF a rozpoustéli ale v DoO. Tézka voda by
neméla mit vliv na absorpéni spektrum [RE], ma vsak vliv na prodlouzeni dob Zivota [[O]
Mezi [RF a [ATPcS,] dochézi k tvorbé agregatii, které ovliviiuji absorpcni spektrum [ATPcS,]
Pro ovéfeni zmény absorpéniho spektra [RE] v zdvislosti na koncentraci by bylo po-
tieba zmérit nékolik absorpénich spekter pro roztoky o stejné koncentraci[REl a o riznych
koncentraci [ATPcS,], na tento experiment vSak nebyl cas.

2,0
— 10pM AchS4 v PBS
1,5 1
5 10-
=
o
W
0
4]
0,5 1
0,0 1
200 300 400 500 600 700 800
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Obrazek 71: Absorpéni spektrum 10 pM roztoku Prevzato a upraveno z [67].
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6.2 Fluorescence

Na prikladu na obrazku ¢. Vidime, ze béhem vSech 2. experimentt (roztok [RE+ roz-
tok REs a béhem 3. experimenti (roztoku[RE] + roztok [REv HoO) se spektrometr
sam od sebe odpojoval a pripojoval k pocitaci. To vedlo k problémiim mérictho softwaru
a moznym zménam integracni doby detektoru. Fluorescenéni méreni tedy nebyla vSechna
stejna. Nastaveni experimentu je ovSsem ve vSech mérenich totozné. Vysledky téchto fluo-
rescencnich méreni jsme proto byli nuceni ruéné upravit tak, aby bylo vidét vybélovani
vzorku. Nikdy jsme vsak neupravovali prvni a posledni méreni daného experimentu. Jeli-
koz jsme do dat takto zasahli, mizeme tyto vysledky brat pouze jako ditkaz vybélovani
[RE] (bohuZel zde nebude zaznamenana zadnd timéra) a vzniku nového fluorescenéniho
pasu na vlnové délce 470 nm. Tato chyba v softwaru byla eliminovana zménou pocitace
pro 3. experiment, kde uz k podobnym chybam nedochézelo a fluorescenéni spektra maji
oc¢ekavané chovani.

Novy fluorescenc¢ni pas na vlnové délce 470 nm vznikal pouze v pripadé, pokud jsme
mdrili [RE] v PBS. V téchto méfenich vidime, Ze postupné s dod4dvanou energii se v této
oblasti fluorescencéni spektrum zesiluje, i kdyz nepravidelné (diky jiz zminéné softwarové
chybé). Pro detailnéjsi popis tohoto efektu jsme zakoupili filtr o hrané 425 nm, aby tento
pas bylo vidét 1épe. Na vybélovani[RE] (obrézek ¢. vidime, Ze s dodavanou energii tento
pés postupné roste a od 80 J zistava na konstantni hodnoté (viz obrazek ¢. , kdy jsme
vynéseli hodnotu na vinové délce 460nm). Pro zjisténi, ¢emu tento novy fluorescencéni
pas nalezi, by bylo zapotfebi zmérit fluorescencéni spektra jednotlivych fotoprodukti a
porovnat. Pokud by to porovnat nebylo mozné, bylo by potfeba provést jiné analytické
metody na konecény vybéleny vzorek a zjistit tak jeho slozeni. Naptiklad LC ma maximum
fluorescencniho pésu okolo 475nm a LF md maximum okolo 530 nm (viz obrazek ¢. [72)).
Nové vznikly pas bude tvoreny vice pasy fotoprodukti, jeden z prispévka miuze byt od
LC. Hlavni fluorescencni pas se posunul z maxima 533 nm prvniho méreni na maximum
515nm posledniho méfeni (viz obréazek ¢. . To je diky vybélovani slozky [RF] a nartst
jinych fotoprodukti, které maji fluorescenéni maximum blize kratsim vinovym délkam.

Nértst nového fluorescencéniho pasu vSak nenastéval pii experimentu pro [RE s
a ani pii experimentu pro RF rozpustény v HyO. Ani po doddni 100 J energie nevidime
zadnou znamku fotoprodukti, které by prispivaly k nartstu nového fluorescencéniho pasu.
Maximum fluorescence se v tomto pripadé neméni, z prvniho méreni na 0 J dodané energie
s maximem na 531 nm se maximum posunulo pfi 90 J na 530 nm. Roztok se nevybéloval
ani tak rychle jako v pripadé roztoku [RE v PBSE. Zatimco v ptipadé detailnéjsiho spektra
(obr. ndm poklesla intenzita fluorescence o 86%, v piipadé experimentu proRFv H,O
to bylo pouze 66%. Tuto skutecnost prikladame opét nepritomnosti fosfatovych slozek v
roztoku.

V pripadé méfeni RF s v PBS méme vysledek podobny. K vytvoreni nového
fluorescenéniho pasu na 470 nm nedochazi. Spektrum se ovSem vybéluje podobné rychle,
jak v pripadé [RFl v PBS. V porovnani pro 86% v piipadé experimentu pro ¢isty roztok
RE] je to v pripadé [REls v PBS zhruba 83%. Srovnatelnou rychlost vybélovani opét
prikladdme tomu, Ze se v tomto méreni v roztoku nachézely fosfatové ionty. Nevytvoreni
nového fluorescenéniho pésu je disledkem toho, Ze vzhledem ke kratké dobé zivota [fO4)
nemuze dojit k jeho uc¢inné reakci s RF vedouci k tvorbé toho z fotoproduktii, kterému
tento pas nélezi.

22porovnavame vzdy prvni a posledni hodnoty méfeni, které jsme nikdy nijak neupravovali
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Obrazek 72: Absorpéni a fluorescenéni spektra: a) FMF (A.,=444nm, A.,=530nm), b)
LC (Aez=356 nm, A.,,=478 nm), ¢) LF (A\e;=444nm, A\.,,=530nm), d) CMF (\.,=444 nm,
Aem=530nm), ) KA (A\;=364nm, \.,,=443nm) a f) DQA (A.,=332nm, A.,,=420 nm)
ve vodném roztoku pri pH=6.5 v 5mM citro-fosfatovém bufferu. Prevzato a upraveno z

[59).

6.3 Kinetiky 'O0,, 3RF a 3A1PcS,

Kinetiky singletniho kysliku byly vzdy méfeny o téchto energiich laserovych pulst.
Pro méfeni roztoku [REl v PBS, [RE a v PBS a roztok RF v HyO byla energie vzdy
(10,2 £ 0,3) nJ. Laser na excitacni vlnové délce 446 nm byl stabilni a energie se v ramci
uvedené chyby neménila. Pro méieni [RE] s byla tato energie vSak znatelné mensi.
Jelikoz laser v oblasti 600 nm az 700 nm ma velmi slaby signdl, byla energie laserovych
pulsi na 1. experimentu pro roztoky [RFl s pouze (1,0 +0,2) uJ. Pfi druhém expe-
rimentu stejného roztoku byla tato energie dokonce 5x mensi, tedy (0,24 0,1) pJ. To bylo
zpusobeno nejspise diky opotiebenému krystalu v laseru. Diky slabé sile laserovych pulst
u experimentt pro RE a jsme méli taktéz slabé kinetiky a jejich fity byly obcas s
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velkou chybou, prevazné v hodnoté amplitud. Chyby dob zivota nikdy nepfesahly vice jak
40%. Jak ale vidime na obrazku ¢. 9] velkd chyba miZe nastat i v pfipads, kdy je signal
dostatecné silny na to, aby pouzivany software nafitoval doby zivota i amplitudy rela-
tivné presné (jak se v mnoha ptipadech stalo). K tomu dochézi v dusledku tvaru fitované
funkce tehdy, kdyz jsou doby Zivota [[O4] blizké dobam Zivota tripleti fotosensibilizatoru
PRE/PAIPcS,)). Fitovaci algoritmus potom vede k velkym chybam fitovanych parametriL.
Dalsi diivod miize byt silna zavislost na volbé poc¢atecnich hodnot parametrii pro fitovani.

Doby zivota @ pro [RE| v PBS nejsou pro vSechny experimenty stejné. Roztoky [RE]
byly pripravovany ve tmé az od 3. experimentu a na grafech ¢. [60] nevidime Zadnou spo-
jitost. Kvalitativné i kvantitativné spolu souhlasi 2. a 3. experiment, ale 4. experiment se
kvalitativné (a pri vyssich dodanych energiich i kvantitativné az o 15%) vymykéa ostatnim
meérenim. 1. experiment se naopak kvalitativné shoduje s 2. a 3. experimentem ve vsech
méfenych energiich, ale kvantitativné je doba Zivota v tomto pripadé vyssi az o 20%.
Pro 1. a 4. experiment dob zivota PRE vidime stejny kvalitativni priibéh. 4. experiment
zaCind na hodnoté (3,1 +0,2) ps a 1. experiment na hodnoté (2,7 + 0,1) ps. Béhem obou
dvou experimentt se v ramci chyby stejné rychle doba zivota PREl zmensuje na hodnotu
(1,9 £ 0,2) us. Obdoba tohoto chovani se odehrava ve 2. a 3. experimentu, kde mame
jiné pocatecni ((3,3 = 0,3) ps) a koncové ((2,9 + 1,2) ps) doby zivota. U druhého méteni
kone¢nych kinetik bylo obtizné najit spravné pocatecni podminky a chyby fit jsou tedy
vysoké (viz obrazek ¢.[75a ¢. . Pokud bychom uvazili i maxima a minima chyb, métreni
se stavaji kvalitativné a c¢astecné i kvantitativné stejnymi.

Ve dvou experimentech proRElv H,O vidime podobné vysledky. Pro doby Zivota [[Oy]
vidime, ze zhruba po 50 -60J dodané energie se doby zivota chovaji stejné v ramci chyb
fiti.. Od této energie doba zivota [[Og z prvniho experimentu zaéne klesat, zatimco doba
zivota ve druhém experimentu stale roste az po 80J dodané energie a klesat zacne az v
tomto momentu. Na konci experimentu opét zacne rist od 120 po 140 J dodané energie.
Doba zivotaPRElje v obou piipadech pfevazné konstantni v rdmeci chyb s tim numerickym
rozdilem, ze 1. experiment se pohybuje s dobami okolo (3,1 £ 0,2) us a 2. experiment s
dobami okolo (2,2 + 0,1) ps. Ve druhém experimentu vidime naznak zrcadlového chovani
oproti dobam Zivota [[O4] kdy se od 80J dodané energie doba zivota PRE] za¢ing trochu
zvysovat a od 120J dodané energie se zase snizuje. Jediny rozdil v téchto dvou experi-
mentech byl ten, Ze béhem 1. experimentu jsme mértili po kazdych 10J dodané energie
absorpcni a fluorescenc¢ni spektra, kdezto 2. experiment byl méreny nepretrzité.

Dohromady ve 2 experimentech pro roztok 50 uM RF + 0,2mM [NaNj| a 1 experi-
ment pro roztok 50 pM [RE + 2mM miuizeme pozorovat nasledujici. V dobdch Zivota
@ vidime 2 experimenty, jeden provedeny se vzorkem pfipravovanym na svétle, druhy
experiment se vzorkem pripravovany za tmy. Opét zde mame doby zivota, které se kva-
litativné nelisi, ale zdsadné se 1isi v hodnoté. Se vzorkem pripravovanym na svétle zde
mame dobu Zivota [[Oy neménici hodnotu (3,0 + 0,2) ps po celou dobu méfeni vzhledem
k chybam. Pokud ptihlédneme k chybam, i ve druhém experimentu pro vzorek pripravo-
vany ve tmé se doba zivota @ nemeéni. V tomto pripadé se ale doba zivota pohybuje
okolo (2,6 £ 0,2) ps. Doba zivota [0, je na koncentraci velmi zavisla, a proto tento rozdil
hodnot muze byt zplisobeny i rozdilnou koncentraci. V obou experimentech jsme michali
koncentraci 0,2 mM, ale prostor pro chyby ur¢ité je. Pro doby Zivota PREl zde mame navic
jeden experiment pro roztok 50 pM [RE| + 2 mM V téchto kinetikdch jsme dostévali
velmi slaby signal emise [[O4] ktery nebylo mozné nafitovat. Kinetiky jsme tedy fitovali
jenom jednou exponencidlou vyjadiujici signal od PRE] (viz obrazek ¢. . Na grafu ¢.
vidime, 7ze doba zivota PREl v kazdém z experimentti roste zhruba od 50 J. V experimentu
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pro vyssi koncentraci vidime tento ndrust nejvyssi. K tomu moznd dochdzi kvili
tomu, Ze odstranénim [[O4] nevznikaji nékteré fotoprodukty, které by méli za nésledek sni-
zovani doby zivota PREL Mtze naopak vznikat vice toho produktu, ktery je odpovédny za
prodlouzeni doby Zivota.

Pro méteni efektivity REl jako zhasece [[O,] vytvoreného jsme nejdifv zkoumali
doby Zivota [ O, a PAlPcS4l Toto méfeni, které lze vidét na grafu ¢. zkouma nékolik
vzorkil o riuznych koncentracich a jejich vliv na doby Zivota. V rdmci chyb byla
doba zivota [[O4] i PRE] konstantni a to na hodnotach (4,1 £ 0,3) us pro doby zivota o,
a (1,6 = 0,4) us pro doby zivota Timto mérenim jsme nasli koncentraci 5 M
kterou budeme pouzivat v nasledujicich mérenich. Malé koncentrace jsou vyhodné
pro piipadné interakce s [REL Je to kompromis mezi absorpénimi vlastnostmi roztoku a
dobou zivota ktera se od 5 pM uz neméni a chyby urceni dob zivota jsou malé.

V dalsich experimentech méfime doby Zivota |- Os a [ AIPcSy| pro roztoky 5uM
s ruznou koncentraci RFl Vidime, ze vSechny 3 experimenty se kvalitativné v rdmci chyb
shoduji v tvaru kfivek pro doby zivota [[Oy]i pro doby Zivota Vyssi koncentrace
[RE] nemaji viditelny vliv na dobu zivota [[O,] generovaného [AIPcS,l Doba zivota [[O4 je
zde vSak podstatné mensi oproti experimentu pro [REl v PBS. Odpovid4 to dobam Zivota
namétenych v [69], [70].

Tyto vysledky ukazuji, ze se[RFl chovd jako ¢inny fotosensibilizétor singletniho kysliku
a naopak nefunguje jako jeho zhase¢. To souhlasi s vysledkem z ¢lanku [71], kde bylo
vyvraceno mnoho jinych vysledki z cizich experimentii o schopnosti[REl zhaset [0, Tento
clanek vysel v dobé méreni této diplomové prace a data byla namérena nezavisle na clanku.
Pro vice fotorozpadii, tedy vétsi dodanou energii do vzorku, se doba zivota @ zkracuje
v experimentech pro[RF v PBS. To je tim, Ze se ve vzorku nevyskytuje uz mnoho molekul
¢istého [RE] nybrz spise molekuly jeho fotoproduktii, a singletni kyslik mé4 tedy mélo
zdroju pro jeho tvorbu.

Méfeni RE v H,O ndm ukézalo, Ze pritomnost fosfatovych sloZek v rozpoustédle je
velice zdsadni. Méfeni s [NaN3| ukdzalo, Ze jeho pritomnost zdsadné ovliviiuje dobu zivota
fO,l kterd je na koncentraci velmi zavisla. S dostatecnou koncentraci dokonce eli-
minuje [[O4] z velké ¢asti, kdy uz nejsme schopni dostat informaci o jeho dobé Zivota z
kinetik pomoci nami pouzivanych softwar, protoze kinetiky jsou potom velmi slabé.
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7 Zavér

Ze zméienych absorpénich spekter 50 pM roztoku [RE jsme byli schopni potvrdit
fotodegradaci riboflavinu a tvorbu nékolika fotoproduktii, jednim z nich je lumichrom.
Pro potvrzeni ostatnich fotoprodukti (tedy lumiflain, formylmethylflavin, pfipadné kar-
boxymethylflavin) byla provedena i faktorova analyza, kterd potvrdila, ze se v roztoku
po vybélovani objevuji az 4 fotoprodukty. Pro detailnéjsi uré¢eni mnozstvi ostatnich slozek
by bylo zapotfebi pouzit specialni analytické metody, absorp¢ni pasy se v mnohych pri-
padech prekryvaji. Bylo zjisténo, ze riboflavin snadno fotodegraduje, a je proto potieba
jej uchovavat za tmy a pripravovat jeho roztoky za svétla, které neabsorbuje, tedy cervené
vlnové délky.

Bylo taktéz zjisténo, ze rozpoustédlo m4 velky vliv na prubéh rozpadu[RFl Fosfatové
slozky pritomné v pouzivaném rozpoustédle PBS urychlovaly pribéh fotodegradace a
vznik fotoproduktii. Vy¥ménou PBS za deionizovanou vodu jsme vybélovani [RF] vyrazné
zpomalili.

Priddnim azidu sodného (0,2 mM koncentrace) jsme docilili efektivniho zhéaseni sin-
gletniho kysliku. Probihal fotoefekt I. typu, fotoefekt II. typu byl ¢astecné eliminovan. To
melo efekt pomalejsiho vybélovani, stejné jako pti zdméné rozpoustédla.

Absorp¢ni spektra roztoki 5 pM ftalocyaninu a rtiznych koncentraci[RH je v ¢4sti[RE]
stejné. Prokazatelnou zménu jsme zachytili v absorpénim pasu na vinové délce 673 nm, kde
vznikaji agregaty RE a ftalocyaninu. Absorpéni hodnoty s priddvanim [RE] se postupné
zvysuji na vlnové délce 690 nm a zmensuji na vlnové délce 670nm, i kdyz na téchto
vlnovych délkich [RE| neabsorbuje.

Fluorescenéni spektra roztoku [RE] se vybéluji riizné rychle v zdvislosti na pouZzitém
rozpoustédle. PTi ¢istém roztoku 50 pM [RE] v PBS a roztoku 50 pM RF + 0,2mM
v PBS se fluorescenc¢ni spektra vybéluji podobné rychle. Pti rozpusténi v deionizované
vodé ale vidime, ze fluorescenc¢ni spektrum klesa pomaleji.

V pribéhu méreni se objevuje dalsi fluorescenéni pas na vlnové délce 470 nm. Ten
vznikd pouze v pripadech roztoku 50 pM [RE] rozpusténého v PBS a nevznikd za pouziti
deionizované vody ani v piipadé pridani azidu sodného v nami mérenych vinovych délkach.

Pribéh vybélovani fluorescen¢niho spektra neni monoténni a ma pri dodané energii
2 -5J lokalni maximum. Identifikace tohoto fotoproduktu musi byt vySettena pomoci
specifictéjsich analytickych technik.

Potvrdili jsme, Ze specificky zhase¢ singletniho kysliku [NaNg] zkracuje dobu zivota[fOg]
Doby #zivota PREl jsou diky tomu stabilni, ale jsou opét mensi. Za pouziti vy$si koncentrace
[NaNy| se neobjevuje zadné doba zivota [[O,] a doba Zivota PRE| postupem dodévani energie
zacind rust.

Experimenty s potvrdily, Ze je [RE] dobrym fotosenzibilizatorem [[O4], ale ni-
jak ho nezhasi. Tvorba fotoprodukti je slozitd, zalezi na pritomnosti fosfatovych ionti.
Fotodegradace je nejspise zavisla jak na[fOy] tak na excitovanych stavech [REl
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8 Seznam pouzivanych zkratek

[AI(III) ftalocyanin chlorotetrasulfonat|

3AlPcS, tripletni stav AlPcS,

A D flavin adenin dinukleotid|

EFMN] [{avin mononukleotid]

HOMUO [nejvyssi okupovany molekuldarni orbital (highest occupied molecular orbital)|

ICl vnitrni konverze

ISC mezisystémovy prechod

LUMOI [nejnizsi neokupovany molekularni orbital (lowest unoccupied molecular orbital)|

INA DHI redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotidul

NAD oxid T Toimamid adenin dikleotidd

NADPH] hikotinamid adenin dinukleotid fosfat]
[NaN;| [azid sodny]
[1O, [singletni kyslik]

BO, [tripletni kyslikl

3PS tripletni stav fotosenzitizéru

[RE [riboflavin (6,7-dimethyl-9-D-ribitylisoalloxazin )|

BRF [tripletni stavy riboflavinyl

ROSI reaktivni formy kyslikul
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9 Priloha

9.1 Priklady kinetik

6 T T T T 6 T T T T
fit, f(x) = A*(exp(-x/t)-exp(-x/T))+0.1332 fit, f(x) = A*(exp(-x/t)-exp(-x/T))+0.1471
5F A=284 +2.33 A 5 A=809 +2.12
t=370 +0.75 | t=338 +0.25
4} T=218 +0.53 A T=185 +0.17
3 2
EJ- :g
X [us] x [us]
Obrazek 73: 2. experiment pro méreni Obrazek 74: 1. experiment pro méreni
50pM RE s 5 M 2. kinetika. 50 pM RE s 5 nM [AIPcS), 2. kinetika.

9.2 Kinetiky 'O, a 3RF pro roztok RF v PBS s chybami

1. experiment, 30.03.2022 —— 1. experiment , 30.03.2022 ——
2. experiment, 23.11.2022 ——— 2. experiment, 23.11.2022 ——
3. experiment, 19.04.2023 ——— 3. experiment, 19.04.2023 ——
4. experiment, 5.12.2023 4. experiment, 5.12.2023
6 : ‘ 5 ; ‘ ‘
55 | 4.5
5 r 4 L
45
i @ 35+t
2 4 2
~ 35| =3
3| 25
25} 2
2 ; : ‘ ‘ : 1.5 : ; : ‘ = ‘
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
E[] E[]

Obrézek 75: Doby Zivota Oy pro méteni Obrézek 76: Doby ZivotaPREl pro méfeni
RE v PBS, vSechny 4 experimenty i s RE v PBS, vSechny 4 experimenty i s
chybami fit1i. chybami fita.
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9.3 Kinetiky 'O, a 3AlPcS, pro roztok AlPcS, + RF v PBS s
chybami

Doba Fivota aAIPcsq roztoku 5 pM AIPcS, o riiznych konentracich R Doba Zivota 3AIPcS, roztoku 5 pM AIPcS, o rliznych koncentracich RF

5 T T T T T T 3 T T T T T T
RF + AlIPcS,, 1. experiment RF + AlPcS,, 1. experiment
RF + AlPcS,, 2. experiment RF + AlPcS,, 2. experiment
45 RF + AIPcS,, 3. experiment 7 25 | RF + AIPcS,, 3. experiment i
'\
a4t 4 -
=2 N e T = 2+ g
= — —
3.5 1 AT
._/' —-_-—
15 1
3 - -
2.5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
crre [HM] crr [MM]

Obrézek 77: Vlevo doba zivota[fO,] vpravo doba Zivota 3AlPcS, pro roztoky istého 5 pM
AlPcS, s chybami fitt.
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9.4 Namérena data kinetik

Kromé pouzitych kédd v GNUPLOTU zobrazuji i tabulky vSech méfeni, co jsme
zpracovali. V kazdé tabulce je sepsano datum (pokud je o ném zdznam), popis méreni.
Zobrazuji se tam i funkce f(x) a g(x). Normélné fitujeme rovnici , tedy f(z), ale
zkousSeli jsme i rovnici , tedy g(z), zda-li bude vysledek odlisny. Méteni nékterych
experimentu jsme provadéli vicekrat. Tato méreni jsou popsana jako 1. méreni, 2. mé-
reni, 3. méreni, pripadné 4. méreni.

V tabulce vystupuje konstanta A, ktera popisuje amplitudu fitované funkce, doba
zivota t, kterd popisuje dobu Zivota [[Og doba Zivota T, kterd popisuje dobu Zivota
PRE| / PAIPcSy, a konstanta c, kterd popisuje velikost pozadi. T a t jsou vyjadieny v
p-sekundéach, A a ¢ maji vyznam hodnoty v poctu zaznamenanych fotoni.

f(x) = £(x) = Ax(exp(-x/t)-exp(-x/T)) ;

set print ’data_fit.txt’ ;
do for[i=1:10]1{;

A = 15 ;
t = 5 ;
T = 2 ;
num = i+1 ;

fit [75:100] ¢ ’data.dat’ u 1:num via c¢ ;\clearpage
fit[0.3:100] f(x)+c ’data.dat’ u 1:num via A,t,T ;
print A, A_err, t, t_err, T, T_err, c, c_err} ;

Kéd 1: Kéd pro uréeni parametrii fiti jedné sady kinetik.

set grid; set encoding utf8; set terminal png size 600,400; f(x) = Ax*(
exp(-x/t)-exp(-x/T)); set xrange [0:50]; set yrange [0:15] ;

seznam = °’ABCDEFGHIJ’ ;

do for[i=1:10]14;

letter = substr(seznam, i, i) ;

set print ’fit_data_’ .letter. ’.txt’ ;
do for[j=1:10]11;

A = 25 ;

t = 4 ;

T = 2.8 ;

num = j+1 ;

fit [75:100] ¢ ’data_’.letter.’.txt’ u 1l:num via c ;
fit[0.3:100] f(x)+c ’data_’.letter.’.txt’ u 1l:num via A,t,T ;
set label 1 sprintf("A = %3.4f",A) at 35,12 font "arialbd,16" ;
set label 2 sprintf ("t %3.4f",t) at 35,11 font "arialbd,16" ;

5 set label 3 sprintf("T = %3.4f",T) at 35,10 font "arialbd,16" ;

set output ’graf_data_’.letter.’_’.j. ’.png’ ;

7 print A, A_err, t, t_err, T, T_err, c, c_err ;
; plot ’data_’.letter.’.txt’ u 1:num w 1 t ’’, f(x)+c 1lw 3 t ’fit, f(x) =

Ax(exp(-x/t)-exp(-x/T))’3}} ;

Kod 2: Kod pro fitaci kinetik singletniho kysliku jednotlivych sad a zaneseni do grafu.
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Tabulka 7: Tabulka pro nafitované hodnoty pro méreni roztoku 50 pM RF v PBS.
’ E [J] \ A [U] o4 [U] \ t [us]  oyus) \ T [us| or|us] \ c[U]-107% o.-1072 [U] ‘

RF v PBS - 1. méfeni, 30. 03. 2022
10 | 17,20 2,52 4,99 0,20 2,65 0,13 16,08 0,57
20 | 12,63 1,77 | 5,23 0,22 2,62 0,14 16,00 0,57
30 | 11,02 2,24 5,08 0,27 | 2,71 0,18 16,34 0,57
40 7,86 1,71 5,25 0,29 2,49 0,18 16,50 0,58
50 6,55 2,38 5,13 0,33 2,37 0,21 16,34 0,58
60 5,09 1,36 5,02 0,36 2,29 0,22 16,83 0,58
70 4,25 1,14 | 493 0,35 2,09 0,21 16,57 0,58
80 3,30 0,64 | 499 0,35 1,93 0,19 16,67 0,58
90 3,65 1,25 4,64 041 2,01 0,24 16,46 0,57
RF v PBS - 2. méfeni, 23. 11. 2022
10 | 41,87 2497 | 457 0,31 3,30 0,26 11,80 0,49
20 | 38,21 53,60 | 4,53 047 | 342 0,40 11,87 0,49
30 | 25,03 25,08 | 4,62 048 | 3,41 0,40 12,04 0,49
40 | 26,95 55,78 | 445 0,76 | 3,54 0,67 11,95 0,49
50 | 22,62 60,68 | 433 0,77 | 3,28 0,67 12,51 0,50
60 | 21,22 68,46 | 4,08 1,01 3,34 0,91 12,46 0,50
70 | 24,71 156,96 | 3,95 1,35 3,35 1,24 12,56 0,50
80 | 11,37 28,35 | 4,18 0,88 | 2,94 0,75 12,59 0,50
90 | 20,28 181,40 | 3,68 1,69 | 3,16 1,57 12,88 0,51
100 | 14,19 109,11 | 3,74 1,37 | 3,03 1,23 13,17 0,51
RF v PBS - 3. méfeni, 19. 04. 2023
10 | 3741 20,36 | 4,70 0,30 | 3,21 0,24 14,25 0,38
20 | 2595 13,84 | 469 0,37 | 3,32 0,30 13,99 0,37
30 | 26,19 19,17 | 459 0,44 | 3,34 0,36 14,38 0,38
40 | 18,41 1587 | 4,68 0,51 3,33 0,42 14,52 0,38
50 | 13,90 8,98 4,60 0,50 | 3,17 0,39 14,65 0,38
60 | 11,26 8,67 | 4,59 0,55 3,09 0,43 14,67 0,38
70 | 10,98 11,82 | 441 0,64 | 3,06 0,51 13,28 0,38
80 | 14,63 41,02 | 4,01 1,02 3,17 0,89 15,06 0,39
90 9,07 16,61 | 421 0,69 | 2,80 0,55 15,18 0,39
100 | 10,23 2880 | 3,94 0,93 | 284 0,79 15,36 0,39
RF v PBS - 4. méfeni, 5. 12. 2023
5 28,08 8,28 4,80 0,26 | 3,10 0,20 12,78 0,50
10 | 23,69 6,54 | 4,77 0,25 3,03 0,19 13,00 0,51
15 | 19,81 4,72 4,73 0,24 | 2,89 0,18 12,61 0,50
20 | 18,15 5,51 450 0,28 | 2,84 0,21 13,09 0,51
25 | 20,44 6,28 4,46 0,28 2,89 0,21 12,68 0,50
30 | 12,46 4,17 | 455 0,29 2,63 0,21 13,27 0,52
40 | 10,36 3,18 4,51 0,31 2,59 0,22 13,44 0,52
50 7,19 1,73 4,51 0,31 2,42 0,21 13,90 0,52
60 6,20 1,43 4,57 0,31 2,29 0,20 13,96 0,53
70 4,41 0,80 491 0,29 1,99 0,16 13,54 0,52
80 4,47 0,95 4,59 0,33 2,11 0,20 14,63 0,54
90 3,70 0,77 | 482 0,31 1,81 0,17 14,53 0,54
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Tabulka 8: Tabulka pro nafitované hodnoty pro méreni roztoku 50 pM RF v H,O.
’ E [J] \ A (U] o4 [U] \ t [us|]  oylus) \ T [us| or|us] \ c[U]-107% o.-1072 [U] ‘

RF v H,0 - 1. méteni, 26. 04. 2023
10 | 4546 11,70 | 491 021 | 321 0,16 14,53 0,38
20 | 25,78 2,69 | 543 0,16 | 2,92 0,11 14,48 0,38
30 | 26,51 287 | 534 0,16 | 2,89 0,11 14,79 0,39
40 | 21,04 361 | 542 020 | 294 0,14 15,18 0,39
50 | 22,69 276 | 534 0,18 | 292 0,12 15,23 0,39
60 | 20,77 8,03 | 506 033 | 328 0,26 15,29 0,39
70 | 20,01 849 | 501 036 | 329 028 15,53 0,39
80 | 17,81 722 | 496 036 | 322 0,28 16,07 0,40
90 | 19,27 824 | 487 039 | 3,30 0,30 15,96 0,40
100 | 11,41 4,18 | 462 0,33 | 2,83 024 14,62 0,36
RF v H,0 - 2. méteni, 6. 12. 2023
10 1990 1,67 | 507 0,13 | 2,23 0,08 12,37 0,50
20 | 1587 1,25 | 514 014 | 230 0,08 12,60 0,50
30 | 13,62 1,08 | 528 0,14 | 220 0,08 12,81 0,51
40 | 1318 1,31 | 514 0,16 | 232 0,10 13,14 0,51
50 | 10,65 0091 | 528 0116 | 220 0,09 13,20 0,51
60 | 9,78 094 | 522 0,18 | 225 0,11 13,17 0,51
70 | 846 081 | 525 0,19 | 2,16 0,11 13,46 0,52
80 | 7,19 0,76 | 544 020 | 2,07 0,111 13,40 0,52
90 | 6,95 093 | 526 022 | 2,16 0,13 13,62 0,52
100 | 651 091 | 516 024 | 2,23 0,14 13,78 0,52
110 | 6,37 1,18 | 500 027 | 2,24 0,16 13,85 0,52
120 | 6,76 2,18 | 481 034 | 245 023 13,73 0,52
130 | 454 0,78 | 524 029 | 2,07 0,16 13,92 0,53
140 | 382 045 | 551 028 | 1,96 0,14 14,06 0,53
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Tabulka 9: Tabulka pro nafitované hodnoty pro méreni roztoku 50 pM RF + 0,2 mM NaNj3
v PBS; f(z) = A+ (exp(FF) — exp(F)), 9(x) = 777 - (exp(F) — exp(FF)).
(E[J][A/A*[U] o4 [U] |t [us] oufus] | T [us] orlps] | c[U]-107* o.-1072 [U] |

RF + NaNj v PBS, f(x) - 1. méfeni, 31. 03. 2022
10 6,49 0,36 | 2,82 0,08 | 0,81 0,04 14,15 0,53
20 5,69 0,31 | 29 0,09 | 081 0,04 14,41 0,54
30 5,06 0,34 | 294 0,00 | 0,82 0,05 14,77 0,54
40 4,39 035 | 292 0,12 | 0,82 0,05 14,56 0,54
50 3,88 036 | 293 0,14 | 083 0,06 14,95 0,55
60 3,36 0,38 | 3,03 0,16 | 085 0,07 15,05 0,55
70 3,18 045 | 3,01 0,18 | 090 0,09 15,12 0,55
80 2,98 049 | 297 020 | 095 0,10 15,51 0,56
90 3,06 081 | 294 024 | 1,01 0,13 15,46 0,56
RF + NaNj v PBS, g(x) - 1. méfeni, 31. 03. 2022
10 5,74 0,17 | 2,82 0,08 | 0,81 0,04 14,15 0,53
20 5,09 0,16 | 295 0,09 | 0,81 0,04 14,41 0,54
30 4,46 0,16 | 294 0,10 | 0,82 0,05 14,77 0,54
40 3,82 0,15 | 292 0,12 | 0,82 0,05 14,56 0,54
50 3,34 0,16 | 294 0,14 | 0,83 0,06 14,95 0,55
60 2,82 0,15 | 3,02 0,06 | 0,86 0,07 15,05 0,55
70 2,38 0,13 | 3,01 0,18 | 090 0,09 15,12 0,55
80 2,08 0,12 | 297 0,20 | 095 0,10 15,51 0,56
90 1,89 0,12 | 291 031 | 1,04 0,20 15,46 0,56
RF + NaNj v PBS - 2. méfeni, 30. 11. 2022 [
10 1,34 0,07 | 0,99 0,06 - - 12,87 0,36
20 0,99 0,06 | 1,18 0,10 - - 12,89 0,36
30 0,84 0,06 | 1,21 0,11 - - 13,15 0,36
40 0,79 0,06 | 1,26 0,12 - - 13,05 0,36
50 0,77 0,06 | 1,41 0,13 - - 13,54 0,37
60 0,64 0,06 | 1,60 0,17 - - 13,75 0,37
70 0,57 0,06 | 1,75 0,20 - - 13,67 0,37
80 0,62 0,06 | 1,60 0,17 - - 13,85 0,37
90 0,49 0,04 | 2,16 0,27 - - 14,09 0,37
100 0,49 0,04 | 1,62 0,19 - - 12,87 0,34
RF 4 NaNj3 v PBS - 3. méreni, 20. 04. 2023
10 14,12 246 | 242 0,12 | 1,26 0,08 13,85 0,52
20 11,85 1,84 | 248 0,12 | 1,21 0,08 14,13 0,53
30 13,32 426 | 244 0,16 | 1,32 0,11 14,37 0,54
40 9,72 2,74 | 250 0,17 | 1,32 0,11 14,73 0,54
50 6,99 1,44 | 2,67 0,16 | 1,20 0,10 14,71 0,54
60 6,54 1,66 | 2,72 0,18 | 1,22 0,11 14,95 0,55
70 5,96 L7 | 271 02 | 1,25 0,13 14,67 0,54
80 5,44 L7 | 277 023 | 1,30 0,15 14,68 0,54
90 5,24 27 | 2776 029 | 1,33 0,20 14,60 0,54
100 5,36 203 | 2,77 025 | 1,30 0,16 14,74 0,54

73



Tabulka 10: Tabulka pro nafitované hodnoty pro méreni x pM roztoku AlPcS; v PBS;
fla) = A (exp(F5) — exp(F)), 9(2) = 77777 - (exp(FF) — exp(F)).
[[uM [A 7 A" [U]_oa [0 ]t (1] oulis] [ T[] _orfps] [ ¢ [0] 102 o, 10-2[U]]

AIPcS, v PBS, f(x) - 1. mofent, 06. 04. 2022
1 3,84 16,92 | 3,19 1,38 | 2,12 1,12 15,85 0,56
2 4,61 426 | 3,57 049 | 187 0,34 15,49 0,56
by 6,77 0,89 | 3,99 0,19 1,65 0,11 16,00 0,56
10 10,70 0,71 4,08 0,12 1,56 0,06 15,78 0,57
20 20,02 1,45 3,87 0,10 1,72 0,06 15,08 0,55
20 18,91 0,91 4,01 0,08 1,56 0,04 14,94 0,55

AlPcS, v PBS, g(x) - 1. méfeni, 06. 04. 2022
1 0,59 0,07 1,64 1,08 | 3,98 1,37 15,85 0,56
2 1,05 0,06 1,79 6,90 | 3,77 6,99 15,49 0,56
5 2.37 0,07 | 1,65 0,11 | 398 0,19 16,00 0,56
10 4,20 0,08 | 2,23 0,08 | 3,38 0,10 15,78 0,57
20 6,36 0,09 | 3,09 0,08 | 2,50 0,07 15,08 0,55
20 7,33 0,10 | 2,21 0,05 | 3,36 0,07 14,94 0,55

23Pro tabulku & [9] - Namichani roztoku bylo $patné provedeno, koneény roztok mél koncentraci 10x
vétsi, takze namérené kinetiky nebyly fitovatelné funkei (5.1)) ani (2.11), fitovali jsme tedy pouze jedno-
exponencialni funkei.
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Tabulka 11: Tabulka pro nafitované hodnoty pro méreni roztoku x pM + 5pM AlPcSs v
PBS; f(x) = A- (exp(3£) — exp(F)), 9(x) = 777 - (exp(5E) — exp(FF)).
LcuM] [ A/ A*[U] o4 [U] | t[us] oufps] [ T [us] orlus] [c[U]-10~% o, -10~% [U] |

RF + AlPcS, v PBS, f(x) - 1. méfeni, 13. 04. 2022
2 6,80 0,99 3,92 0,19 1,64 0,11 15,37 0,56
5) 8,42 1,62 3,79 0,19 1,70 0,12 15,42 0,56
10 8,21 1,58 3,68 0,21 1,82 0,14 15,41 0,55
20 6,73 2,28 3,78 0,25 1,75 0,16 14,99 0,55
50 6,35 1,50 | 3,80 0,23 1,70 0,14 14,84 0,55
100 6,38 1,54 3,61 0,23 1,64 0,14 14,68 0,54
RF + AlPcS, v PBS, g(x) - 1. méfeni, 13. 04. 2022
2 2,34 0,07 | 3,92 0,19 1,64 0,11 15,37 0,56
) 2,52 0,07 3,69 0,30 1,79 0,24 15,42 0,956
10 2,23 0,06 3,62 0,23 1,87 0,16 15,41 0,95
20 1,89 0,06 3,78 0,25 1,75 0,16 14,99 0,55
50 1,92 0,07 | 380 023 | 1,70 0,14 14,84 0,55
100 1,99 0,07 | 3,56 0,32 1,68 0,23 14,68 0,54
RF 4+ AlPcS; v PBS - 2. méreni, 07. 12. 2022
0 2.06 107 | 430 060 | 179 035 12,61 0,35
0,5 2,14 0,96 | 409 056 | 1,86 0,34 12,94 0,36
1 2,08 0,86 | 4,14 0,55 1,83 0,33 12,90 0,36
2 2,12 1,27 4,22 0,59 1,83 0,37 13,32 0,36
3 1,93 1,25 423 0,61 1,79 0,37 13,48 0,37
5 2,05 339 | 417 075 | 185 0,49 13,38 0,37
7 92,77 516 | 3,78 0,88 | 205 0,64 13,49 0,37
10 2,51 3,74 | 391 0,79 1,97 0,55 13,65 0,37
20 2,71 4,50 | 3,99 0,85 | 2,06 0,60 14,07 0,37
50 1,95 3,21 3,50 0,93 1,84 0,66 11,28 0,32
100 1,26 0,86 | 4,02 0,67 | 1,62 0,39 11,41 0,32
RF + AlPcS; v PBS - 3. méreni, 03. 05. 2023
0 7,44 4,51 3,68 0,39 2,16 0,28 13,09 0,36
0,5 6,56 9,42 3,72 0,43 2,03 0,31 12,99 0,36
1 8,78 14,11 | 350 052 | 220 041 12,81 0,36
2 5,12 3,92 3,87 0,38 1,90 0,26 13,19 0,36
3 5,82 4,44 | 3,66 048 | 2,11 0,35 13,31 0,36
5 4,59 242 | 3,72 043 | 2,02 0,30 11,60 0,34
7 6,11 4,58 3,55 0,47 2,13 0,34 12,18 0,35
10 5,20 3,49 3,67 0,51 2,19 0,37 13,24 0,36
20 3,72 1,67 3,93 0,43 1,94 0,28 13,02 0,36
50 2.7 0,96 | 3,70 038 | 1,68 023 11,99 0,33
100 5,90 5,51 3,64 045 | 2,06 0,33 13,18 0,70
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