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Abstrakt

V této praci bylo zjiSténo, Ze transparentni nafionovd membrana muze slouzit jako vhodny
nosi¢ pro kationtové fotosensitizery fotogenerujici reaktivni O»('A,). Navic bylo zjisténo Ze
samotna nafionovd membrana bez fotosensitizeru, ale v pfitomnosti trojmocného Zeleza, je

efektivnim zdrojem reaktivnich kyslikovych ¢astic po aktivaci UV ale i viditelnym svétlem.
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Abstract

Herein you found that transparent Nafion membrane can serve as a matrix for cationic
photosensitizers photogenerating reactive O»('Ag). Moreover, was found that Nafion itself without
photosensitizer in a presence Fe** is an effective source of reactive oxygen species upon activation

by UV and or visible light.
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Seznam zkratek a symbolu

CFU
CT
DO

&

E
EDTA
E. coli
ESR

TA

T

TMPyP
TMPyPH,*

Jednotky tvofici kolonie (,,colony-forming unit*)

Pfenos naboje (,,charge transfer*)
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 Reaktivni kyslikové ¢astice

Molekularni kyslik mé4 v zakladnim stavu ve valen¢ni vrstvé dva neparové elektrony (Obr.
1.1_A). Nachazi se tak oproti véting latek v tripletovém stavu (0.(°Z,)). Podle zakona
o zachovani spinu plati pro reakce mezi latkami v singletovém a tripletovém stavu spinovy zakaz.
Z toho divodu maji reakce O>(°Z,") se viemi latkami v singletovém stavu vysokou aktiva¢ni
energii a uskutecni se pouze za experimentalnich podminek, pti kterych se podaii spinovy zékaz
obejit. Z pohledu termodynamiky jsou vSak tyto reakce mozné, protoze maji zapornou Gibbsovu

energii a jsou silné exotermni.!
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Obr. 1.1: Diagramy molekulovych orbitali molekularniho kysliku v zdkladnim stavu; singletového kysliku;
superoxidového anion radikalu a hydroxidového aniontu pfedstavujici deprotonizovany peroxid vodiku (pfevzato
a upraveno z cit.!) (Panel_A). Lewisovi struktury (Panel_B). a — hydroxylovy radikal (OH); b — hydroxidovy anion
(OH"); ¢ — molekularni kyslik v tripletovém stavu (O2(°Z¢)); d — superoxidovy anion radikal (O2"); e — peroxidovy
anion (02%); f — peroxid vodiku (H202).

Mezi reaktivni kyslikové castice (ROS ,reactive oxygen species™) patii Siroké spektrum
nabitych i neutrdlnich &astic vzniklych napf. netplnou redukci O>(*Zy). Jejich struktury jsou
znazormnény na Obr. 1.1_B. Radime mezi né superoxidovy anion radikél, peroxid vodiku,
hydroxylovy radikal a molekularni kyslik v prvnim singletovém stavu. Diagramy molekulovych

orbitalti nékterych z nich jsou zobrazeny na Obr. 1.1_A. (cit.")

V zivych organismech, u kterych je kyslik konecnym akceptorem elektronit v dychacim
fetézci, vznikaji ROS jako vedlejsi produkt celkového metabolismu. Pokud je dany organismus
zatizen stresem, dochazi k nadprodukci ROS a naslednému oxidacnimu poskozeni zasadnich

biomolekul a bun&nych struktur.!

Molekula kysliku kvili spinové zakazanym piechodiim upfednostiiuje soucasné prijeti pouze
jednoho elektronu. Diky tomu O>(’Z,) rychle reaguje s jinymi kyslikovymi radikaly nebo
molekulami obsahujici nepéarové elektrony, napt. prechodnymi kovy'. Z ptechodnych

kovti reaguje 02(°Z;) nejcastéji s ionty Zeleza a médi, které se ucastni tzv. Fentonovy reakce?.
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1.1.1 Superoxidovy anion radikal
Superoxidovy anion radikal (O,) vznika z O,(°Z, ) po pfijeti elektronu (Rov.(1.1)). Piijaty

elektron se paruje s jednim neparovym elektronem O>(°Z ). (cit.?)
1.1 0, +e”—0';

V organismu mtize O, vzniknout napt. v dychacim fetézci nebo ve fagocytujicich buiikéch,
ve kterych slouzi k odstranéni patogent. V ptitomnosti enzymu superoxiddismutasy dochézi

k pfimé pfeméné O, ~ na peroxid vodiku (Rov. (1.2)).1+3
(1.2) 2075 + 2H* — H,0, + 0,

1.1.2 Hydroxylovy radikal

Po fluoru je hydroxylovy radikdl (OH’) druhym nejsiln€jsim oxida¢nim cinidlem s velmi
vysokym oxidaéné-redukénim potencidlem E°=2,80V (cit.®?). V zavislosti na struktufe
organické molekuly s niz ptijde do kontaktu, mize OH" vyvolat nékolik typt reakci: odtrZeni
atomu vodiku (Rov. (1.3)), elektrofilni adice na dvojnou vazbu nebo aromaticky kruh
(Rov. (1.4)), ptenos elektronu (Rov. (1.5)) nebo reakce typu radikal-radikal (Rov. (1.6)). Pti
vysokych koncentracich OH" miize dojit k rekombinaci a produkci peroxidu vodiku. Vznikly
peroxid vodiku muze interagovat s dal$imi radikaly coz vede k jejich vychytavani, a tedy ke
snizeni oxidac¢ni schopnosti systému. Dilezitym zdrojem OH" je Fentonova reakce detailngji

popsana v kap. 1.1.4. (cit®)

(1.3) RH + OH' — R + H,0
(1.4) R=R+O0H — R — ROH
(1.5) RX + OH' —> RX'* + OH"™
(1.6) 20H —> H,0,

Detekce OH™ mize byt provedena piimym nebo nepfimym zptisobem. Piimo lze detekovat
OH  méfenim laserem-indukované fluorescence’, piimou elektronovou  spinovou
(paramagnetickou) rezonanci (ESR ,.electron spin resonance”)'® a ESR s pouZitim spinovych
pasti'!. Nepfimou mozZnosti detekce OH" jsou fluorescenéni sondy, napf. kyselina tereftalova'?
nebo kumarin'®. Tyto molekuly sami o sob& fluorescenci neposkytuji, avak po reakci s OH’

vznika fluorescencni produkt (2-hydroxytereftalova kyselina nebo 7-hydroxykumarin).
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1.1.3 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je jedinou déle zijici molekulou ze vSech ROS. Miuze vznikat napf.
rekombinaci OH" pii jeho vysoké koncentraci v systému. Generovany peroxid vodiku podléha
disproporcionaci za soucasné dvou-elektronové redukce (Rov. (1.7)). Jelikoz je peroxid vodiku
stabilni meziprodukt redukce kysliku na vodu, podléha také jedno-elektronové redukci na ROS,
kterou popisuje Rov. (1.8). S kovovymi ionty, zejména ionty Zeleza a médi, reaguje peroxid

vodiku Fentonovou reakci na velmi reaktivni OH" (viz kap. 1.1.4).%!4
(1.7) 2H,0, —> 0, + 2H,0
(1.8) H,0, + e~ —> OH™ + OH’

Existuje fada metod detekce peroxidu vodiku zahrnujici ¢asto pouzivané fluorescencni sondy
zalozené napf. na zhaSeni fluorescence scopoletinu ucinkem peroxidu vodiku za katalyzy
kifenovou peroxidasou. Peroxid vodiku Ize detekovat také amperometricky na platinové

elektrods.!>10

1.1.4 Fentonova reakce

Kyslikové radikaly, piedevsim OH’, jsou v kyselém prostiedi generovany rozkladem peroxidu
vodiku v pfitomnosti dvojmocného zeleza tzv. Fentonovou reakci (Rov. (1.9)). Fentonova reakce
probihd nezavisle na substratu nejlépe v rozsahu pH =2,5-3. Pfi pH < 2,5 dochazi i ptes
pfitomnost ionti zeleza v rozpustném stavu ke sniZzeni generace OH’, protoze pii nizkém pH je
v roztoku vysoka koncentrace H' tvoficich adukty s OH . Ionty Zeleza (Fe*', Fe*") se ve vodném
roztoku v kyselém prostfedi vyskytuji nejcastéji ve formé aqua-komplexti. Tyto komplexy vSak
nevykazuji ii€innou absorpci zafeni, ktera je zasadni pro foto-Fentonovu reakci (viz kap. 1.1.4.2).
Pti pH > 5 dochazi k vysrazeni iontii Zeleza ve formé hydroxidii zasadn€ snizujici generaci

OH 8,17,18

1.1.4.1 Mechanismus Fentonovy reakce
K popisu Fentonovy reakce bylo navrzeno nékolik mechanismii. Dobfe pfijimany

Haber-Weisstiv mechanismus zahrnuje ucast volnych radikalt (zejména OH"), jehoz ptiblizny
pribéh popisuji Rov. (1.6, (1.9(1.14)Jiny piistup uvazuje generaci intermediatu FeO?* vyhybajici

se intermediatu OH .78

1.9) Fe?* + H,0, — Fe3* + OH + OH™
(1.10) Fe3* + H,0, — Fe?* + HO,  + H*
1.11) Fe3* + HO,"— Fe?* 4+ 0, + H*
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(1.12) OH' + H,0, — HO," + H,0
(1.13) HO," + HO, —> H,0, + 0,

lonty Zeleza zastavaji ve Fentonové reakci roli katalyzatoru. Jejich regeneraci lze uskutecnit
peroxidem vodiku (Rov. (1.14(1.17)). Reakce popsana Rov. (1.14) vSak neprobihd ptili$ rychle a
celou reakéni kaskadu vyrazn€ zpomaluje. Daleko efektivn€jS$i moznosti regenerace dvojmocného

zeleza je fotoredukce vznikajiciho trojmocného Zeleza (Rov. (1.18) a (1.19)).}

(1.14) Fe3* + H,0, — FeOOH?* + H*
k =10,001-0,01 I mol ' s

1.15) FeOOH?* — Fe?* + HO,'

(1.16) Fe2* + HO," — Fe3* + HO;
k=1,3x10%1mol ' s!

a.17) Fe3* + HO," — Fe?* + 0, + H*
k=1,2x101mol ! 5!

(1.18) Fe3* + H,0 — Fe(OH)?* + H*
1.19) Fe(OH)?* + hv — Fe?* + OH’

Praktickou aplikaci Fentonovy reakce je napt. ¢isténi odpadnich vod. Vznikajici OH" totiz
dokaze diky svym oxida¢nim vlastnostem efektivné odbourdvat fadu organickych latek!'*2!.
Nevyhodou je nutnost Gpravy pH odpadnich vod do kyselé oblasti. Z ekologického hlediska je
pro cisténi odpadnich vod Fentonova reakce pfesto vyhodna, protoze pouziva netoxické

slouceniny a priib&h reakce je energeticky nenaro¢ny.?

1.1.4.2 Foto-Fentonova reakce
Fentonovu reakci lze vyznamné zefektivnit rychlejsi regeneraci dvojmocného zeleza. Té lze

dosahnout fotoredukci Fentonovou reakci vznikajiciho trojmocného Zeleza. Vznikajici trojmocné
zelezo je fotoredukovano na dvojmocné zelezo nejen UV, ale i viditelnym zafenim (4 < 580 nm).
Fotoredukce je spojena s generaci dal$i molekuly OH".%!7 Ve viditelné oblasti je fotoregenerace
Fe** mozna diky posunu absorpéniho pasu komplexii Fe**. Mira tohoto posunu je zavisla nejen
na pH ale i na ligandech koordinujicich ionty zeleza.® Po ozafeni komplexii trojmocného Zeleza
(Fe(OH)*") dochazi k vybuzeni a pfenosu elektronu z orbitalu ligandu do orbitalu centralniho

kovu tzv. ptenosem naboje z ligandu na kov (LMCT ,,ligand metal charge transfer*). Tento d&j je
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spojen s fotoredukci trojmocného Zeleza na dvojmocné. Ozarenim komplexu trojmocného Zeleza

dochazi také k fotooxidaci hydroxidového ligandu na OH' dle Rov. (1.19)%"7.

1.1.5 Singletovy kyslik

Mezi ROS je zatazen také singletovy kyslik. Dvouatomova molekula kysliku se
z energetického hlediska vyskytuje ve tfech rtiznych stavech a to v zékladnim tripletovém
(02(’Z¢)) a dvou singletovych excitovanych stavech. Stabilngj§im excitovanym stavem je
molekularni kyslik v prvnim singletovém stavu (O2('A,)). Ten ma niZ8$i energii oproti
molekularnimu kysliku ve vy$sim singletovém stavu (O2('Z.")). I kdyz je O2('Z,") energeticky
bohatsi, vzhledem ke kratsi dobé Zivota se obvykle na fotooxidacnich reakcich nepodili a je spise

ey

prekurzorem délezijiciho Ox('Ay). (cit.??)

Doba Zzivota Ox('A,) je vyznamné ovlivnéna rozdilem elektronické a vibra¢ni energie mezi
0:("Ag) a molekulami rozpoustédla. Cim vice se energie vibraci rozpoustédla bliZi energii
piechodu mezi 02(°Z, ) a O2('A,), tim kratsi je doba Zivota excitovanych stavii Ox('Ag). ZhaSeni
singletovych stavi kysliku v rozpoustédlech s vazbami O-H je vyznamnégjsi, nez v prostiedi
obsahujici vazby C-H a C-F. Z tohoto divodu se doba Zivota O»('A;) ve vodnych roztocich
pohybuje fadové v mikrosekundach, zatimco v deuterovanych a zvlasté pak v halogenovanych

rozpoustédlech miize doba Zivota této ¢astice dosahnout az niz$ich stovek milisekund.?>?

Singletovy kyslik je mozné ziskat nékolika riznymi pristupy. Ke generaci O2('Ag) mohou byt
pouzity biologické, chemické, fyzikalni nebo fotochemické reakce. V zivych organismech mohou
k produkci Ox('Ay) vést reakce nékterych peroxidas®. Fyzikalni cestou piipravy O»('Ag) pak miize
byt napt. mikrovinny vyboj v kyslikové atmosféte. Redukci iontu chlornanu peroxidem vodiku
(Rov. (1.20)) nebo tepelnym rozkladem endoperoxidi je moZzné generovat Ox('A,) chemickou

cestou?.
(1.20) 0CI~ + H,0, — 0,( 'Ag) + CI~ + H,0

Fotofyzikalni cestou lze O»('A,) generovat fotolyzou ozonu v zemské atmosféie pomoci
UV zéfeni, fotoexcitaci O»(°Z, ) nebo fotolyzou komplexii, u nichz dochézi k pfenosu naboje

(CT ,,charge transfer”) mezi kyslikem a organickou molekulou.?

1.2 Detekce reaktivnich kyslikovych ¢astic
Existuje fada metod pro detekci Oa('A,). Existuji fyzikalni (pfimé) a chemické (nepiimé)

metody.
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1.2.1 Fyzikalni metody detekce singletového kysliku

Casto pouzivanymi fyzikalnimi metodami jsou ¢asové rozliSené techniky zalozené na detekci

luminiscence Ox('Ag) pii A = 1270 nm (cit.*) popsané Rov. (1.21).
(1.21) 0,(*ag) — 0,(°%;) + hv

Luminiscenci O('A,) je touto metodou mozné detekovat nejen v homogennim prostiedi, ale
také v pevnych matricich, bunikdch nebo tkanich. Metoda ¢asové rozliSené spektroskopie ma
velky vyznam, protoze poskytuje informace o kinetice generace, difuze, reaktivité a rozpadu

02('Ay). (cit.?)

1.2.2 Chemické zplsoby detekce singletového kysliku

Nepiimé chemické metody jsou Casto vyuzivany pro nenaro¢nost provedeni. Jsou casto
zalozené na sledovani absorpce ¢i emise substratu specificky reagujici s O2('Ag) nebo sledovanim

vzniku specifického produktu®.

Napf. jodidova metoda detekce Oa('A,) je zaloZzena na generaci trijodidu po interakei O2('Ag)
s jodidem v pfitomnosti molybdenanového katalyzatoru (Rov. (1.22(1.25)). Piestoze tato metoda

poskytuje pouze nizkou specifitu pro detekci Ox('A,), miZe byt vyuZita pro svoji vysokou

citlivost?*.
H,0
(1.22) 0,( 'Ag) + 17 — 100~ — I00H
I"+H,0
(1.23) I00H + I~ —> I, + HO; — I3 + H,0, + OH~
_ n molybdenan
(1.24) H,0, + 21~ 4+ 2H* ——— 1, + 2H,0
(1.25) L+I"—1I3

Jodidové metoda umoziiuje detekovat dva absorpcni pésy trijodidu pii 4 = 287 a 351 nm
spektroskopii v UV/VIS oblasti. Vznikajici trijodid je pfimo umérny fotogenerovanému O('Ay).
Nizkou specifitu této reakce je nutné kompenzovat diagnostickymi ¢inidly. Casto pouzivanym
diagnostickym ¢inidlem je t&€2ka voda (D,0), ve kterém ma O»('A;) 16x delsi dobu Zivota. Dalsim
pouzivanym diagnostickym c¢inidlem je azid sodny, ktery pisobi jako zhaSe¢ excitovanych stavi
singletového kysliku. Chemické metody nejsou specifické pouze pro zhaseni excitovanych stavi

0x('A,) ale také dalsich ROS, napt. O, . (cit.?*)
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Dalsi pouzivanou chemickou metodou detekce O»('Ag) pro vodné prostiedi je fotodegradace
kyseliny mocové s absorpénim pasem v UV oblasti (A =292 nm). Jeji fotodegradace je sledovana
absorpcné. Tato metoda je Casto pouZzivana pro svou jednoduchost a nenirocnost provedeni.
Nevyhodou je omezena stalost kyseliny mocové v Case a zejména reakce s dal§imi ROS snizujici

jeji selektivitu viigi Oa('A,). (cit.?’)

1.3 Fotosensitizovana reakce

Nejvétsi vyznam pro generaci Ox('A,) maji fotosensitizované reakce. K fotochemické zméné
dochazi pouze po absorpci svétla. Pfima excitace tripletového kysliku je mozna, avSak pouze pfi
pouziti velice silného laseru o specifické vinové délce (4 = 1270 nm). Tento zpiisob tvorby
Ou('Ay) je sice selektivni s minoritnim podilem postrannich reakci, ale velmi neefektivni, jelikoz
piechod O2(°Z; ") na Ox('A,) je spojen s velmi vyraznym spinovym zékazem a velice nizkym

kvantovym vytézkem (107-107). (cit.52%)

Piekazku v podobé¢ spinového zakazu vyse zminéného spinového prechodu a fakt, ze kyslik
nema v UV/VIS oblasti vyznamnou absorpci lze obejit pfes excitované stavy jiné molekuly,
tzv. fotosensitizeru. Zjednoduseny mechanismus fotosensitizované reakce? je znizornén na Obr.

1.2.

Molekuly fotosensitizeru v zakladnim singletovém stavu (So) jsou po absorpci viditelného
zafeni excitovany pienosem fotonu do vysSich excitovanych singletovych stavll (Sy).
Fotosensitizer diky rychlé relaxaci (fadové nanosekundy) pfechazi do prvniho excitovaného stavu
(S1). Singletovy stav fotosensitizeru je zhasen vnitini konverzi (ic ,,internal conversion®)
a zarivym prechodem ve formé fluorescence do stavu Sy a/nebo mezisystémovym piechodem
(isc ,,intersystem crossing*) do tripletového stavu (T;). Tripletovy stav fotosensitizeru ma delsi
dobu Zivota (fadové mikrosekundy), protoze jeho deaktivace stavu fosforescenci nebo dal§im isc

jsou spinové zakazané procesy.>>*8%
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Absorpce
Fosforescence
ic

Obr. 1.2: Jablonského diagram energetickych hladin fotosensitizeru a reakce s molekularnim kyslikem. Vodorovné
¢ary oznacuji energetické hladiny fotosensitizeru (PS) v zakladnim singletovém stavu (So), prvnim excitovaném
singletovém stavu (S1) a excitovaném tripletovém stavu (T1). Stav S1 je deexcitovan fluorescenci nebo interni konverzi
(ic). Do stavu T1 se fotosensitizer dostava mezisystémovym piechodem (isc). Tripletovy stav fotosensitizeru vede
k reakci typu I (generace ROS) nebo k reakci typu IT (generace O2('Ag)). ZhaSeni excitovanych tripletovych stavi je
mozné fosforescenci nebo dal$im mezisystémovym piechodem (is¢). Pfevzato a upraveno z cit.>.

Pokud neni tripletovy stav fotosensitizeru zhasen fosforescenci nebo ic, nastava bimolekularni
reakce s O,(°Zy). Tato reakce probihd v zavislosti na povaze zhaSeCe dvéma mechanismy

oznacované jako reakce typu I a typu I1.2%%

Reakce typu I je zaloZena na pienosu elektronu z excitovaného tripletového stavu
fotosensitizeru na okolni molekuly substratu nebo rozpoustédla za vzniku jejich radikalt. Tyto

radikaly mohou po reakci s molekulami kysliku generovat O, ~ a dalsi ROS 2%

P1i reakcich typu II dochazi k prenosu energie z excitovanych molekul fotosensitizeru pfimo
na molekuly kysliku. Timto typem reakce je generovan O,('Ap) a to piedevsim z tripletovych

stavli fotosensitizeru z ditvodu jejich vyrazné delsi doby Zivota.?*?

Mira, respektive ucinnost fotogenerace O('A,) je popsana kvantovym vytézkem pouzitého
fotosensitizéru. Kvantovy vytézek je definovan jako podil poctu molekul Oa('A,) vztazeny na

pocet svételnych kvant absorbovanych fotosensitizerem.?

1.3.1 Fotosensitizery

Fotosensitizery hraji zasadni roli pti fotogeneraci O2('A,). Po absorpci zéafeni z viditelné ¢asti
spektra umoziuji excitaci O,(°Z, ) na O2('Ay). Mezi fotosensitizery jsou strukturné fazeny latky
tvofené aromatickym nebo heterocyklickym jadrem obsahujici konjugovany systém dvojnych
vazeb. Jedna se napt. porfyriny, ftalocyaniny, jejich metalokomplexy, fluoresceinova a thiazolova

barviva a mnoho dal§ich.??
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Mezi  porfyrinové  fotosensitizery se fadi 1 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-
-pyridinium)porfyrin tetra(p-toluensulfonat)) (TMPyP), tetrakationtovy fotosensitizer pouzivany

pii feSeni této prace®!. Jeho struktura je znazornéna na Obr. 1.3.

N

3 CHy

Obr. 1.3: Strukturni vzorec porfyrinoidniho fotosensitizeru 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinium)porfyrin
tetra(p-toluensulfonatu).

TMPyP ve vodném prostiedi disponuje ne¢kolika absorbénimi pasy ve viditelné ¢asti spektra.
Nejvice intenzivni, Soretdv pas v modré oblasti, ma absorpéni maximum pfi 4 = 424 nm.
Absorpcni spektrum v zelené a Cervené oblasti je tvoifeno Ctyfmi Q-pasy pii 4 =518, 554, 585,

630 nm. (cit.*!)

Je velkym trendem vazat fotosensitizery na pevné nosice, protoze to ptinasi fadu vyhod. Po
adsorpci na pevny nosi¢ je obvykle vyrazné omezena agregace fotosensitizeru®’. Pevna matrice
zarovein poskytuje fotosensitizeru ochranu pred zhaSeci pfitomnymi v roztoku vedouci

k prodlouZeni doby Zivota excitovanych stavii fotosensitizeru i O2('A,). (cit.*)

Na pevny nosi¢ jsou také kladeny urcité pozadavky, aby byl vhodny pro pouziti ve
fotosensitizované reakci. V idealnim ptipadé by pevny nosi¢ mé¢l byt transparentni a maximalné
permeabilni pro kyslik a stabilni v ¢ase. Zaroven by matrice neméla uvoliiovat adsorbovany
fotosensitizer do roztoku a zhéaset excitované stavy jak fotosensitizeru, tal i O»('A), aby mél
v/na dané matrici co nejdelsi dobu Zivota.’* Tyto pozadavky splfiuje v této praci pouzivana

nafionova membrana (viz kap. 1.4.3).

1.4 Nafion

Nafion je oznaceni pro prvni komeréné vyrabénou sulfonovanou membranu fluorokopolymeru
od spole¢nosti Du Pont**=*7. Od jeho objeveni v 60. letech 20. stoleti se intenzivné zkouma jeho

struktura, vlastnosti a moznosti dalsiho pouziti*®.
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1.4.1 Struktura a vlastnosti

Struktura Nafionu znazornéna na Obr. 1.4 je tvofena nahodné polymerovanym
tetrafluorethylenem  (Teflonem) a  perfluorovanym-vinyl-polyetherem s  termindlni

sulfo-skupinou, kterd je ndhodné distribuovana po polymeru>-7-38,

Skelet z teflonu ‘PECFF c;|=3_[c;;=2 “CFQH‘
X | y

Postranni EOCFQ—CF]—Z CF,
Fetézec |

O(CFy),
Sulfonova kyselina IsoaH

Obr. 1.4: Struktura Nafionu, pfevzato a upraveno z cit.’%; (x = 5-13,5; y = 1000; z > 1) (cit.*)

Zékladni struktura Nafionu se ve vodném prostiedi sklada do uskupeni*!#?

zobrazeném na
Obr. 1.5. Vlivem iontové agregace®®, kterd je zpisobena rozdilnym rozloZenim naboje ve

struktufe polymeru®, se v Nafionu tvofi dva morfologicky oddélené segmenty?®.

Teflonovy skelet je hydrofobni, castecné krystalicky a poskytuje nafionové membrané jeji
mechanickou stabilitu a stalost, nikoli vSak jeji vodivost®®#!42, Postranni fetézce zakon&ené
polarnimi sulfo-skupinami jsou hydrofilni, iontové agregované a zodpovidaji za transportni
vlastnosti dané jejich vodivosti a selektivitou pro kationty*®. Hydrofilni sulfo-skupiny postranniho
fetézce tvori stycnou plochu klastrti ve struktuie Nafionu s rozpoustédlem. Diky témto klastrim,

bliZze popsanym v Kap. 1.4.1.1, je chranén hydrofobni teflonovy skelet membrany. 414

Jelikoz ma nafionovd membrana nizkou hodnotu pK. (=5,5 az —6), dochazi snadno
k hydrolyze protonu ze sulfo-skupin postranniho fetézce. Zaporny naboj disociovanych
sulfo-skupin je kompenzovan elektron-akceptornimi C—F skupinami postranniho fetézce. Sit’
vodikovych vazeb mezi molekulami vody a iontové kandly propojujici iontové klastry
v hydratované nafionové membrané jsou pfic¢inou vysoké mobility protond poskytujici Nafionu
znacnou protonovou vodivost.*** V palivovych ¢lancich je tok protonti usmérnén ve sméru od

anody ke katod&*.

1.4.1.1 Modely iontovych kanalt

Prvotni modely, viz Obr. 1.5_A, uvazuji vznik 4nm iontovych klastrti propojené siti iontovych
kanalt o vnitinim praméru 1 nm. Iontové kanaly vznikaji po ¢astecném nasyceni polymeru vodou

a zasadné& usnadiiuji transport kationti a molekul vody mezi klastry*!42,
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V solvatované nafionové membrané je predpokladan vznik agregovanych struktur Teflonu
obklopené polarnimi skupinami formujici vlaknité klastry s vnitfnim prameérem 4-5 nm, viz Obr.

1.5_B. Nov¢jsi model, zobrazeny na Obr. 1.5_C, uvazuje klastry agregované do paralelnich

38,42

valcovitych struktur s vnitinim primérem 1,8-3,4 nm

A

Obr. 1.5: Modely iontovych kanalt v Nafionu, Cervené puntiky predstavuji sulfo-skupiny a ¢erné ¢ary postranni
fetézce; Panel A — Klastrovy model; Panel B — Vlaknity model; (¢) Model valcovitych iontovych kanalii, pievzato
a upraveno z cit.?

1.4.2 Vyuziti Nafionu

Nafion se stal klicovou soucasti membranovych elektrolyzérii napt. pti primyslové vyrobé
hydroxidu sodného chloru, nebo elektrolyze vody produkujici molekularni vodik a kyslik. Diky
membranové technologii bylo mozné nahradit neekologické diafragmové a amalgamové

elektrolyzéry vyuzivajici toxicky azbest a rtut™S.

Dalsi vyznamnou aplikaci nafionové membrany jsou biosenzory detekujici napt. kyselinu
askorbovou a kyselinu mocovou v komplikované matrici biologickych vzorkid*. Ve fazi
vyzkumu se nachézi i implantované biosenzory glukosy, u kterych je nutné eliminovat faktor
nahodné adsorpce proteinli vedouci ke ztrat€ signalu analytu v Gase*’*3. Nejedna se o jedina
uplatnéni Nafionu. Své vyuziti nachazi téz jako suSidlo plynii a kysely katalyzator v fadé
organickych vyrob®, ale piedevs§im jako membrana s protonovou vodivosti v palivovych

&lancich.*

1.4.3 Material pro fotosensitizované reakce

Nafion se diky svym vlastnostem zda byt vhodnym nosic¢em pro fotosensitizery generujici
singletovy kyslik. Pro tuto aplikaci je zasadni: transparentnost, permeabilita pro kyslik, chemicka
inertnost *° a vysoka afinita pro velké hydrofobni kationtové molekuly?®. Transparentnost Nafionu
je dana absenci absorpce zafeni nad 4 =250 nm (cit.*’). Hodnota permeability pro kyslik pfi 30 °C
ma pro suchy Nafion hodnotu 0,27x107" mol cm ™' s 'a 9,7x107'" mol cm™' s™! pro hydratovany
Nafion méfeny v 1M kyseliné sirové. Permeabilita kysliku v hydratovaném Nafionu je vyssi,
protoze v Nafionu jsou vlivem akumulované vody vytvofeny iontové kanaly, popsané

v kap. 1.4.1.1, usnadiiujici transport membranou. Zarovei je permeabilita vody v hydratovaném
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Nafionu 10x vyss$i oproti Nafionu v suchém stavu, coz ovliviiuje celkovou permeabilitu
kysliku . Vlivem zéporné nabitého povrchu ma Nafion dobrou afinitu pro kationtové
fotosensitizery a zejména pak pro kationtové fotosensitizery na bazi komplexd s kovy. Tyto
koordinac¢ni slouceniny byvaji tvofeny velkymi organickymi ligandy s hydrofobnim charakterem

a jsou na Nafionu dobie imobilizovany?*.

Imobilizace fotosensitizeri v Nafionu mize zvysit fotoindukovany elektronovy ptechod,
vzhledem k tomu ze po imobilizaci dochazi k omezeni mezimolekularniho zhaseni a vibrac¢ni

relaxace fotoexcitovanych molekul fotosensitizeru®.

1.4.4 Degradace nafionové membrany

Vzhledem k rozsahlému pouziti nafionovych membran ptedevsim v palivovych ¢lancich se
nekteti autoii zabyvali i otazkou stability téchto membran. Pfekvapivé bylo zjisténo, Ze nafionova
membrana je v pritomnosti kationtl Zeleza jen omezené stabilni a generuje radikalové castice.
Mechanismus generace téchto radikalti neni zcela objasnén a je v soucasné dobé predmétem
studia. Ngktefi autofi uvazuji o tvorbé radikalovych castic na zakladé Fentonovy reakce
zakladajici se na reakci peroxidu vodiku s kationty Zeleza (viz kap. 1.1.4). (cit.”>!). Mechanismus
Zeleza. Nutna naopak neni piitomnost peroxidu vodiku.*?> Publikované vysledky se vSak shoduji
na zasadni roli kationtl na aktivaci disociace vazby C—S na pocatku kaskady radikalovych reakei,
vedoucich ke vzniku radikélovych &astic 7!, Jedna z publikaci také upozornila na znaény vliv UV

zateni na disociaci vazeb v nafionové membrané>?.

Z teoretickych modeli, které vSak nezahrnovaly vliv hydratace sulfo-skupin, bylo zjisténo, Ze
pouze OH" je schopen $tépit koncové skupiny. A to jak na hlavnim tak i vedlejSim fetézci
nafionové membrany.>* K tomu dochézi diky schopnosti OH" odebrat z polymerni struktury vodik
za soucasného vzniku radikalu (Rov. (1.3)), ktery miize zapo&it degrada¢ni kaskadu.’? Kromé&
vyuziti teoretickych modelll bylo ke zkoumani degradacnich procesti nafionové membrany
pouzito rovnéz techniky ESR (pfima a vyuZivajici spinové pasti). Studie touto metodou
identifikovaly nékolik membranovych radikald, a to také jak z hlavniho, tak postranniho fetézce

Nafionu.>?

Jiz prokdzanymi produkty a meziprodukty z procesu degradace nafionové membrany jsou
napt. fragmenty (H,O),HO3;S-CF,—CF,—O—O-H, ktery je Stépen na dva pravdépodobné
produkty: CF;—CFO -O-OH a (H»0),HO3;S—CFs.Experimentaln¢ byla rovné€Zz zaznamenana
ptitomnost SO,, CO, a HF uvoliyjicich se jako produkt naslednych degradacnich reakci
v nafionové membrané. Dal$imi potvrzenymi Stépnymi radikaly byly fragmenty koncici

HF- a CF>-skupinou. Jedna se napi. R—-CF,—CF," vznikly $t€penim vazby C-S.3
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Uceleny prehled o degradaci nafionové membrany navrhla studie od Friihwirt a kol., ktera
shrnuje predeslé studie provedené za rtiznych podminek (palivovy ¢ldnek, Fentonova reakce).
Tato studie pfiblizuje degradacni kaskady a poukazuje na slaba mista ve struktufe membrany (viz
Obr. 1.6). Nafionova membrana ma dle této studie Ctyfi slaba mista: COOH skupinu v teflonovém
skeletu vzniklou pii vyrobé membrany; vazbu uhliku na sulfo-skupinu na postrannim fetézci;
etherovou vazbu a tercidrni uhliky nachazejici se ve skeletu i postrannich fetézcich membrany.

KaZzda z uvedenych degradac¢nich cest probiha vlastnim mechanismem.>!

- F /g F
X

Yo FAF F/dn

F
- 0 4—-—[;""' CF(V)
F FCFs

HO,Ss F

CF(h)

Obr. 1.6: Degradaci ohrozena mista ve struktufe nafionové membrany znazornény Cerven¢; X predstavuje koncovou
COOH skupinu na hlavnim fetézci; CF (h) pfedstavuje CF skupinu na hlavnim fetézci a CF (v) na vedlej$im fetézci.
Pievzato a upraveno z cit.’!.

Degradace hlavniho fetézce je silné ovlivnéna ptitomnosti COOH skupin. Navrhovana
degradacni kaskada je iniciovana OH’, ktery COOH skupin€¢ odtrhne atom vodiku. Dochdzi
k odstépeni CO, a vzniku membranového radikalu. Vznikly radikél, jehoz koncovy uhlik
obsahuje dvé fluoridové skupiny reaguje s dal§i molekulou OH'. Vznikly primarni alkohol je
postupné eliminovan za vzniku dvou molekul HF a dochazi k regeneraci karboxylové kyseliny
kratsi o jeden uhlik. Této degradacni kaskade je mozné zamezit preménou COOH skupiny na

skupinu CF;.%!

Druhym kritickym mistem sulfo-skupina postranniho fetézce. Degradace nafionové
membrany byla analyzovédna za podminek foto-Fentonovy reakce je. Fentonovou reakci vznikly
OH’ interaguje s vazbou OH v sulfo-skupiné postranniho fetézce Nafionu. Ta je v tomto kroku
disociovana za vzniku membranového radikalu (O—CF>—CF>—SOs3’), ktery reaguje s dalsim OH".
Reakce dale bézi stejnym mechanismem jako vySe uvedena reakce, dokud nedojde k odstépeni
celého postranniho fetézce a St€peni hlavniho fetézce na mensi fragmenty. Radikal obsahujici
sulfo-skupinu vznikly v prvnim kroku je mozné generovat i peroxidem vodiku ze dvou

koncovych sulfo-skupin. Tato reakce vede ke stejnym produkttim.’!

Etherova vazba je dal$im mistem ve struktufe nafionové membrany, které je nachylné

k disociaci zprosttedkované oxidacnim ucinkem radikalti. Navrhovany mechanismus je iniciovan
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radikalem S$tépici etherovou vazbu. Kviili nespecifickému piisobeni radikald je disociace vazby
mozna z obou stran. Z toho divodu jeji disociaci vede k tvorbé odliSnych membranovych

fragment(.”!

Prvni tfi zminéné degrada¢ni mechanismy jsou zavislé na iniciaci ROS. V palivovych ¢lancich
(H2/O,) dochazi generaci vodikovych radikald (H') po reakci plynného vodiku s OH’
(Rov. (1.26)). (cit.’")

(1.26) H, + OH' — H' + H,0

Pro diikaz degradacnich ucinki byl H™ generovan z vodného roztoku kyseliny sirové po jejim
ozafovani proudem elektrond. Tim byl eliminovan vliv ROS pfitomnych pii reakcich

v palivovych ¢lancich.’!

Generovany H' cili na terciarni uhlik ve vazbé C—F. v hlavnim i postrannim fetézci nafionové
membrany. Uginky H™ vedou ke §tépeni C—F vazeb a vzniku fragmenti postranniho fetézce
Nafionu. V redlnych podminkach palivovych ¢lanku lze ocekavat, Ze mechanismus degradace
bude vyrazné komplikovan&jsi, kvili synergickému puasobeni ROS i H'.>!' V podminkach

fotosensitizované reakce nema tento mechanismus zdsadni vyznam.

1.5 Dosavadni poznatky

V nasi laboratofi se zabyvame enkapsulaci fotosensitizeri do rtiznych typti pevnych nosicu,

54,55 33,56

pfedev§im nanocastic a nanovlakennych membran K enkapsulaci jsou vyuzivany
fotosensitizery silné absorbujici ve viditelném spektru (porfyriny a ftalocyaniny) fotogenerujici
cytotoxicky O('Ag). Schopnost fotoprodukce O('Ag) byla prokdzana Casové rozliSenou
spektroskopii’’. Foto-antibakterialni uginky Ox('A,) byly u téchto materidlli prokazany nejen
u Gram-negativnich a Gram-pozitivnich bakterii ale také u vira®®*. Singletovy kyslik mé oproti

béZné pouzivanym antibiotiklim zasadni vyhodu. Bakterie si na n€j netvofi rezistenci.

Jako jednim z vhodnych kandidatu jako pevny nosi¢ se jevi Nafion, protoze je to membrana
transparentni, komerc¢né dostupna, zaporné¢ nabitd, coz umoZnuje navazat kationtové
fotosensitizery na svém povrchu®®%’. U nafionovych membran je zndmo, Ze aniontova povaha
sulfo-skupin je schopna vazat ionty zeleza a je vice selektivni pro vice valentni kationty, napt.
Fe* (cit.’!). Zarovet i samotny Nafion pouze s navdzanymi ionty trojmocného Zeleza po ozéaieni
fotogeneruje ROS®!. D4 se tedy piedpokladat, Ze tyto materidly budou mit foto-antibakterialni
vlastnosti. Baktericidni vlastnosti 1ze pfedpokladat i u samotné nafionové membrany, protoze je

jeji povrch silng kysely™®.
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Nafion svym zaporné nabitym povrchem odpuzuje stejné nabité bakterie®>%*. To je zajimavé

ptedevsim pro aplikace vyuzivajici antibakterialni povrchy zabraiiujici tvorbé biofilmu.
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2 CiL PRACE

Cil bakalaiské prace byla imobilizace tetrakationtového 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-
-pyridinium)porfyrin  tetra(p-toluensulfonatu) na zdporné nabitou membranu Nafion,
charakterizace této membrany spektralnimi metodami, ovéfeni fotogenerace O('A,) a studium
foto-antibakterialnich vlastnosti tohoto materidlu. Dil¢im cilem bylo popsat i reaktivni ¢astice

fotogenerujici se na povrchu nafionové membrany bez pfitomnosti fotosensitizeru.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinium)porfyrin
Sigma--Aldrich

Ampicilin sodna sil > 99 %; Carl Roth

CaCl; bezvody p.a.; Penta

(COOH); 2H,0 p.a.; Lachema

D>0 99%; VWR Chemicals

EDTA disodna sil p.a.; Sigma-Aldrich
Fe(NOs)3) ' 9H,O p.a.; Penta

FeSO4' 7H,0 p.a.; Lachner

Fosfatovy pufr, pH = 7,0; Carl Roth

Fosfatovy pufr, pH = 7,4; Carl Roth

KH;POy4 p.a.; Sigma-Aldrich

KI p.a.; Penta

Kyselina moc¢ova sodna sil > 99 %; Sigma-Aldrich
Kyselina tereftalova p.a.; Sigma-Aldrich
LB-Agar; Carl Roth

LB-Medium; Carl Roth

NaCl p.a.; Lachner

Nafion 117, tloustka 0,1778 mm; Sigma-Aldrich
NaOH p.a.; Penta

(NH4)2Mo0Oy p.a.; Sigma-Aldrich

Roti Cell PBS pufr, pH = 7,4; sterilni; Carl-Roth

3.2 Roztoky

3.2.1 Jodidové ¢inidlo pro detekci singletového kysliku

tetra(p-toluensulfonat)

(TMPyP);

Detekéni jodidové ¢inidlo pro singletovy kyslik O»('Ag) o objemu 11 bylo pfipraveno

rozpusténim 0,02 mol dihydrogenfosfore¢nanu draselného (2,7241 g) v 1 1 deionizované vody.

Poté bylo 0,1M hydroxidem sodnym upraveno pH na hodnotu 6,2. V takto pfipraveném roztoku

pufru bylo rozpusténo 0,12 mol jodidu draselného (19,92 g) a 10 umol molybdenanu amonného

(0,0020 g).
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3.2.2 Agarovy substrat

Agarovy substrat pro kultivaci bakterii Escherichia coli (E. coli) DH5a byl pfipravovan
v kadince disperzi 17,5 g agaru v 500 ml deionizované vody. Nasledné byla kadinka ptikryta
alobalem a vloZena do sterilizatoru (126 °C, 30 minut). Po sterilizaci se za michani nechal roztok
agaru voln¢ zchladnout na 55 °C, kdy k nému bylo pfidano 50 mg sodné soli ampicilinu. Po

dikladném rozmichani byl horky roztok rozlit do sterilnich Petriho misek a nechal se zchladnout.

3.3 Pristroje a metody

3.3.1 Priprava Nafionu k méreni

Standardizovany vzorek Nafionu o rozmérech 0,75%3,0 cm byl vyjmut z lazné fosfatového
pufru (pH = 7,0) nebo deionizované vody po nejméné 48 hodinach. Vzorky byly oplachnuty po
dobu 2 minut v deionizované vod¢. Do plastovych nadobek byly pfipraveny 2 roztoky (TMPyP
a oplachovy roztok deionizované¢ vody). Nafion byl vlozen do roztoku TMPyPu, po dobu
vhodnou pro dany experiment. Nasledné byl po dobu 2 minut opét vlozen to oplachového roztoku
deionizované¢ vody. Pfi delsim skladovani byl Nafion snavazanym TMPyPem vlozen

do nového uchovavajiciho roztoku (fosfatovy pufr; pH = 7,0 nebo deionizovana voda).

3.3.2 Absorpéni spektra v UV/VIS oblasti
Na pristroji Cary 4000 UV-VIS (Agilent Technologies, USA) byla méfena absorp¢ni spektra
TMPyPu v UV/VIS oblasti v rozsahu A = 350—800 nm. Vzorky byly méfeny v kiemenné kyveté

v deionizované vodé.

Absorpéni spektra trijodidu a sodné soli kyseliny mocové byla méfena v UV/VIS oblasti
na spektrofotometru UV-300 (Unicam, UK). Vzorky Nafionu byly parafilmem upevnény
na kiemenném sklicku diagonaln€ umisténém v kiemenné kyveté. Meteno bylo samotné jodidové
¢inidlo v rozsahu A = 250-500 nm, respektive kyselina moCova ve stejném rozsahu vinovych

deélek.

3.3.3 Fluorescencéni spektra

Emisni a excitacni spektra TMPyPu byla naméfena spektrofluorimetrem FLS980 (Edinburgh
Instruments, UK). Vzorky Nafionu upevnéné parafilmem na kiemenném sklicku byly méteny
v drzéku suchych vzorkli umisténém diagonalné¢ ke sméru svételného toku. Excitace byla

sledovana v rozsahu 4 = 350-500 nm a emise v rozsahu 1 = 600-800 nm.
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3.3.4 Méreni pH
Pro méteni pH byl pouzit pH-metr pH 526 (WTW, Némecko) opatieny sklenénou
kombinovanou elektrodou s gelovym elektrolytem kalibrovanou tfemi standardnimi pufry.

Meéfeny roztok byl michan na magnetické michacce.

3.3.5 Méreni iontové vyménné kapacity

Vzorek Nafionu byl zvdZen v suchém stavu s pfesnosti na 4 desetinnd mista a byl vloZen do
roztoku chloridu sodného (1 M). Déle byl michén na tfepacce po dobu 48 hodin ptfi 110 RPM.
Tim doslo k vyméné H' iontd za Na' ionty. Po této dobé byly uvolnéné H" ionty ztitrovany
odmérnym roztokem hydroxidu sodného (0,09853 M) standardizovanym na kyselinu §t’avelovou.
Bod ekvivalence byl stanoven potenciometricky s kalibrovanym pH-metrem. lontova kapacita

byla vypoctena dle vztahu Rov. (3.1) (cit.*).

3.1) IEC = (¢ X V)NaOH/mNafion

kde IEC je iontova kapacita Nafionu [mol/g], ¢(NaOH) molarni koncentrace hydroxidu
sodného [mol/l], ¥(NaOH) objem hydroxidu sodného potiebny k neutralizaci uvolnénych H*

iontt [1] a m(Nafion) hmotnost suché nafionové membrany [g].

3.3.6 Ozarovaci experimenty

Vzorky Nafionu byly ozarovany na optické lavici rozliSnymi svételnymi zdroji. Vzorky byly
ozatovany ze vzdalenosti 27 cm monochromatickymi 18W LED svételnymi zdroji (RubyLux,
USA): modré svétlo (4 = 413 nm), zelené svétlo (A =515 nm), zluté svétlo (4 =595 nm) a Cervené
svétlo (4 = 658 nm). Pti této vzdalenosti nedochazelo k vyraznému tepelnému ohievu métenych
vzorkd. Dal$im pouzitym svételnym zdrojem byl polychromaticky 450W solarni simulator
Oriel SollA (Newport, USA), kterym byl vzorek Nafionu ozafovany ze vzdalenosti 33 cm.
Spektralni charakteristiky pouzitych svételnych zdroji byly zjistény pomoci spektroradiometru

ILT960 (Intermational Light Technologies, USA) a jsou uvedeny v Obr. 4.7.

3.3.7 Detekce fotogenerovaného singletového kysliku

3.3.7.1 Casové rozli$na luminiscence
Ptima detekce Oa('A,) byla sledovana pomoci ¢asoveé rozlisené spektroskopie pti A= 1270 nm,

jejiz princip je popsan v kap. 1.2.1. K excitaci byl pouzit Nd:YAG laser Quantel Q-Smart 450
(4 =1355 nm, délka pulsu 5 ~ns, energie ~ 1mJ/puls). Luminiscence Ox('A,) byla sledovéana
kolmo od laserového excitacniho zdroje. Zateni prochazelo skrz pasmovy filtr (1 > 1000 nm) a
interferencni filtr (1 = 1270 nm). K detekci byla pouzita jednotka slozena z germaniové diody

J16-8SP-RO5SM—-HS (Judson, USA) anasobice signalu. Vysledny signal fosforescence byl
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zprumérovan z 500 méfeni, aby doslo ke zvyraznéni signalu vici Sumu. Ke zjisténi doby zivota

0:('A,) byla kiivka fosforescence prolozena monoexponencialni funkci popsanou vztahem
3.2) I =1y X exp(—t/ts)

kde I oznatuje intenzitu, Iy poGateni intenzitu, ¢ Gas [us] a za dobu Zivota Ox('A) [ps].
Zmingna funkce nebyla prolozena experimentalnimi daty ihned po excitaci, protoze by
experimentalné stanovend hodnota doby zivota byla ovlivnéna dohasinajici fluorescenci

a rozptylem svétla.

3.3.7.2 Jodidova metoda

Pro detekci fotogenerovaného O»('A;) byla pouzita jodidova metoda®*. Princip metody je
uveden v kap.1.2.2. V kiemenné kyvete¢ obsahujici 1,25 ml jodidového cinidla (piiprava viz
kap. 3.2.1) a 1,25 ml deionizované pripadné¢ tézké vody byl ozafovan vzorek Nafionu
(0,75%3 cm) po 30s intervalech. Po kazdém ozafeni bylo zaznamenano absorpéni spektrum
trijodidu s absorpénimi maximy pii A =287 nm a4 = 351 nm. Kinetika tvorby trijodidu pfi
A =351 nm byla sledovéna pro rizn¢ experimentalni podminky: D,O, s a bez fotosensitizeru, bez
ozatovani. K ozatovani byl pouzit modry monochromaticky 18W LED zdroj (4 = 413 nm;

RubyLux, USA).

3.3.7.3 Fotodegradace kyseliny mocové
Princip fotodegradace kyseliny mo¢ové je uveden v kap.1.2.2. Tento substrat (10> M) byl

rozpustén ve fosfatovém pufru (pH 7,4) a pred mefenim byl 10x ziedén deionizovanou vodou.
Vzorek Nafionu (0,75%3 cm) piipevnény parafilmem na kiemenném sklicku byl umistén do
kyvety se sodnou soli kyseliny mocové (2,5 ml, 10°* M,) a byl ozafovan po 2minutovych
intervalech. Po kazdém ozafeni bylo zaznamenano absorpéni spektrum kyseliny mocové
(A=292 nm). Byla sledovana kinetika fotodegradace substratu kyseliny mocové za riznych
podminek: v pfitomnosti nebo nepfitomnosti fotosensitizeru TMPyPu, D,O, bez ozafeni.

K ozafovani bylo pouzit modry monochromaticky 18W LED zdroj (4 = 413 nm; RubyLux, USA).

3.3.8 Detekce dalsich reaktivnich kyslikovych €astic

3.3.8.1 Nespecificka detekce jodidovou metodou
Pro orienta¢ni detekci fotogenerovanych ROS byla pouzita jodidova metoda detekce. Méfeni

probihalo obdobnym zptisobem popsanym v kap. 3.3.7.2. Rozdil spo¢ival v tom, ze bylo zméfeno
absorpéni spektrum trijodidu pouze pfed a po Sminutovém ozafovani modrym

monochromatickym 18W LED zdrojem (4 = 413nm; RubyLux, USA).

Vzorky Nafionu (0,75%1,5 cm) z deionizované vody, bez navazaného TMPyPu byly pred
ozafovanim modifikovany rtiznym zpisobem. Tyto zpiisoby modifikace zahrnovaly adsorpci

v roztocich Fe?*, Fe**a EDTA (5 ml, 10 M, 30 minut) a neutralizaci ve fosfatovém pufru
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(pH = 7,0). Vzorky s adsorbovanymi Fe*" ionty byly pouzity pii mé&feni jodidového ¢inidla s 50%
podilem tézké vody a pfi méteni v atmosféte dusiku zajisténé probublavanim jodidového cinidla

dusikem po dobu 20 minut pfed i béhem ozafovani vzorku.

Pfi ozafovani jodidového Cinidla riznymi svételnymi zdroji popsanych v kap. 3.3.6, byl
pouzit Nafion s adsorbovanymi Fe*" ionty (5 ml, 107 M, 30 min adsorpce). Postup je shodny
s detekei Ox('A,) (viz kap. 3.3.7.2).

3.3.8.2 Detekce hydroxylovych radikalli kyselinou tereftalovou
Vzorek Nafionu (0,75%3 c¢m) z deionizované vody, s adsorbovanymi Fe** ionty (5 ml, 10> M,

30 minut) byl vlozen do kiemenné kyvety s kyselinou tereftalovou (3 ml, 10 mM, pH = 7,4). Jako
kontrolni vzorek byl zvolen Nafion dikladné omyty roztokem EDTA (5 ml, 107> M, 30 minut).
Pted a po 30minutovém ozatovani modrym monochromatickym 18W LED zdrojem (4 = 413nm;
RubyLux, USA), byl u obou vzorkii po excitaci (4 =312 nm) meéfen narust fluorescence

2-hydroxytereftalové kyseliny (1 = 426 nm).
Princip detekce OH" kyselinou tereftalovou je popsan v kap. 1.1.2.

3.3.8.3 Neprima detekce peroxidu vodiku post-iradiaénim efektem
K detekci peroxidu vodiku byla pouzita nepifiméd metoda zalozena na ptedpokladu, ze peroxid

vodiku je déle Zijici ¢astici formujici se i po ozafovani® nafionové membrany (0,75%3 cm)
v jodidovém cinidle (2,5 ml, zfedéno deionizovanou vodou 1 : 1). U vzorku Nafionu s a bez
navazanych iontl Fe** byl m&fen nérust absorp&nich past trijodidu pii 4 =287 nm a A = 351 nm

pied, ihned a 60 minut po ozateni LED zdrojem (4 = 413 nm).

3.4 Foto-antibakterialni testy

Pro méteni foto-antibakterialnich vlastnosti nafionovych membran byla pouzita kultura
bakterialniho kmene Escherichia coli (E. coli) DH5a (Invitrogen, USA) odolna vii¢i antibiotiku
ampicilinu (sodna stl) s plazmidem pGME11Z (Promega, USA).

Ze zéasobniho roztoku bakterialni suspenze byl odebran 1 ml bakteridlniho kmene E. coli,
smichan s 10 ml LB-média (20 g/I; 100 mg ampicilinu) a kultivovan na orbitalni tfepacce
(120 RPM, 37 °C, cca 15 h). Z ptes noc inkubované bakterialni kultury bylo odebrano 300 pl
suspenze, ktera byla pfidana k 10 ml LB-média (20 g/l; 100 mg sodné soli ampicilinu) pro
pfipravu 1épe definované bakteridlni kultury kultivované ve vyhfivané trepacce (37 °C,
120 RPM). V tiepacce byla kultura ponechana, dokud absorbance pfi 4 = 600 nm nedosahla
hodnoty cca 1,0 (po cca 3 h).

Ptipravena bakterialni kultura byla 350% ziedéna ve sterilnim komercné pripraveném fosfatem

pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS ,,Phosphate-Buffered Saline®).
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Nafionova membrana (0,75%1,5 cm) v deionizované vod¢ s i bez navazaného TMPyPu nebo
Fe** ionth byla neutralizovana ve fosfatovém pufru (pH = 7,0). Neutralni nafionové membrany
byly lehce osuSeny a z obou stran smoceny na buni¢in€ navlhéené roztokem PBS (pH = 7.4)
umisténé v Petriho misce. Nasledné¢ bylo na Nafion po 0,5ul kapickach napipetovano
5 ul 350% ziedéné bakteridlni suspenze a byla ponechdna ve tm& 5 minut inkubovat. Poté byla
nafionova membrana na Petriho misce s buni¢inou napusténou PBS (pH = 7,4) bud’ ponechana
ve tm¢ nebo ozafovana (5, 10, 15 nebo 30 minut) modrym monochromatickym LED svételnym

zdrojem (4 =413 nm) s 400 nm pasmovym UV-filtrem (viz kap. 3.3.6).

Po ozafovani/inkubaci ve tmé& byla bakterialni suspenze znafionové membrany 30 s
intenzivné vyttepavana na vortexu do 495 ul sterilniho PBS (pH = 7,4). Membrana byla z roztoku
odstranéna a na agarovou plotnu (pfiprava viz kap.3.2.2) bylo z kazdého vzorku naneseno 150 ul
bakterialni suspenze v PBS (pH = 7.,4). Po rozetfeni byly agarové plotny 18 hodin inkubovany ve
tme pii 37 °C. Vzorky byly nanaseny na 2 agarové plotny ve 3 nezavislych stanovenich. Agarové
plotny byly vyfoceny a v programu OpenCFU byl vyhodnocen pocet kolonii (CFU ,,Colony
Forming Unit®).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 lontova kapacita Nafionu

Jak je uvedeno v kap. 2, hlavnim cilem prace bylo ovéfit moznost vazat kationtové
fotosensitizery na zaporn¢ nabitou transparentni membranu Nafion. Komeréné¢ dostupna
nafionova membrana (Chemours company) ma tloustku 0,1778 mm. Jeji tloustka byla ovéfena
tloustkomérem (MituToyo). Namétena tloustka 0,18 mm se shoduje s tloustkou udavanou
vyrobcem. Vyrobce uvadi iontovou kapacitu sulfo-skupin popsanou jako ekvivalentni hmotnost
(EW) Nafionu na mol sulfo-skupin majici hodnotu 1100 g EW/mol sulfo-skupin®'. P¥i pfepoctu

na iontovou kapacitu sulfo-skupin dle Rov. (4.1),
“.1) IEC =1000/EW

kde /EC predstavuje iontovou kapacitu nafionové membrany [mmol/g] a EW ekvivalentni
hmotnost [g/mol], dostaneme hodnotu 0,909 mmol/g membrany. lontova kapacita této iontové
membrany o rozmérech 0,75x3 cm s hmotnosti 0,0424 g byla stanovena titratni metodou viz
kap. 3.3.5. Iontova kapacita této standardizované nafionové membrany byla dle Rov. (3.1)
IEC = (¢ X V)Naon/MNafion Stanovena na 0,883 mmol/g. Na zakladé toho lze

konstatovat, Ze zjisténa iontova kapacita ptiblizné odpovida poctu vyrobcem uvedenych sulfo-

skupin.

4.2 Spektralni vlastnosti TMPyPu

Diikladné oplachnutd membrana o velikosti 0,75%3 cm byla vlozena na 3,5 minut do roztoku
TMPyPu (5 ml, 10°* M), vyjmuta, znovu oplachnuta a spektralné charakterizovana. Absorp&ni
a fluorescencni spektra TMPyPu navazaného na membranu Nafion byly porovnany s vlastnostmi
samotného TMPyPu v jeho neutrdlni a kyselé formé ve vodném roztoku. Jak je vidét z Obr.
4.1 _C absorpéni pasy vazané formy TMPyPu na Nafionu odpovidaji protonizované formé
volného TMPyPu. V kyselém prostiedi dochazi k protonaci atomi dusiku v pyrolovém kruhu
TMPyPu poskytujici diprotonovanou formu TMPyPH,?* (cit.??). Cast atomii dusiku viak ziistava
v dasledku tzv. ,,stacking effect* neprotonizovana®® a na spektru je vidét mirny hypsochromni
efekt. Tato forma poskytuje charakteristicky Soretiv pas okolo A = 442 nm. Kyseld forma
TMPyPu je rovnéz charakterizovana redukci puvodné 4 Q-pasit okolo (=518, 556, 583,
638 nm) na 2 Q-pasy (4 =589, 638 nm)®’ v souladu s vys§i symetrii molekuly®®. P¥i porovnani
kyselé formy TMPyPu a vazaného na kyselou formu Nafionu je vidét mirny bathochromni posun
u vazané formy, coz mize byt dano mensi polaritou prostiedi v blizkosti povrchu nafionového
polymeru®’. U TMPyPu je zndmo, Ze ma velmi nizkou hodnotu pK, = 1,3 (cit®), a proto se velmi

obtizn¢ protonizuje. Ztoho vyplyvd velmi kysely charakter povrchu Nafionu
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tvofeny sulfo-skupinami. Jak je vidét na Obr. 4.1 A, je-li nafionovd membrana piedem
neutralizovana fosfatovym pufrem (pH =7,0), spektrum vazaného TMPyPu, tj. Soretiv pas
v oblasti 4 = 422 nm a 4 méné¢ intenzivni Q-pasy (oblast A = 518—638 nm), odpovidé neutrdlni

form& TMPyPu ve vodném roztoku®’.
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Obr. 4.1: Absorpéni (a, b, e, f) a emisni (¢, d, g, h) spektra volného (Cerven€) a vazaného (modie) TMPyPu na
nafionové membrané. Panel_A: absorpcni spektrum TMPyPu v neutrdlni formé¢; Panel_B: emisni spektrum TMPyPu
v neutralni forme; Panel_C: absorpéni spektrum TMPyPu v protonizované forme; Panel_D: emisni spektrum TMPyPu
v protonizované formé. Sipky znag&i absorpéni, resp. emisni maxima TMPyPu.

Navazanim tetrakationtového TMPyPu na nafionovou membranu do$lo k vyrazné zmeéné
charakteru emisniho pasu jak u neutrdlniho, tak protonizovaného TMPyPu (Obr. 4.1_D). Volna
forma TMPyPu v neutralni form¢ (Obr. 4.1 _B) poskytuje 1 Siroky emisni pas, ktery je zptisoben
spojenim signall prvniho excitovaného singletového stavu s blizkym signalem pfenosu naboje
(CT, ,.charge transfer”) zpisobeném volnou rotaci elektron-akceptorové N-methylpyridylové
skupiny na TMPyPu’. Po navazani TMPyPu na membranu Nafion doslo k vyrazné separaci obou

signall na dva emisni pasy (4 = 660, 720 nm), protoze doSlo k omezeni zminéné
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N-methylpyridylové skupiny. Podobné rozliSeni emisnich spekter TMPyPu bylo pozorovano

i ujinych systéma*7!

4.2.1 Kinetika adsorpce TMPyPu na Nafion

Vzhledem k cili prace nebylo snahou zjistit maximalni moznou adsorpci na kysely i neutralni
povrch nafionové membrany, ale zjistit idealni koncentraci vazaného TMPyPu v jeho maximalni
fotoaktivni formé&, kdy nedochazi ke zhaseni excitovanych stavii fotosensitizeru’’. Z tohoto
divodu byla sledovana kinetika adsorpce TMPyPu na povrch kyselého, respektive neutralniho
Nafionu méfenim absorpce ale i emise navazaného TMPyPu v maximu jeho emisniho pasu
(A =660 nm).
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Obr. 4.2: Kinetika adsorpce TMPyPu na Nafion v deionizované vodé (Cervené) a na Nafion ve fosfatovém pufru
(pH = 7,0) (Cern¢) sledovana v absorpcnich maximech (4 = 422 nm neutralni forma a 4 = 440 nm protonizovana forma,
Panel_A), emisnich maximech (4 = 660 nm, Panel_B). Vlozeny obrazek (Panel C) ilustruje kinetiku adsorpce
TMPyPu na kysely Nafion v excita¢nich spektrech (Aem = 660 nm) Pribéh adsorpce ukazuje Sipka. K méteni absorpce
i emise byl pouzit stejny vzorek Nafionu. Experimentalni podminky: 25 °C, zasobni roztok 5 ml, 10°M TMPyP v H20,
0,75%3 cm Nafionu (0,0452 g).

Jak vyplyva z Obr. 4.2_A ionty fosfatového pufru (Na*, K*) omezuji kinetiku a miru adsorpce
TMPyPu. Za danych experimentalnich podminek je po 30 minutich nafionovd membrana

maximaln€ vysycena TMPyPem.

Z Obr. 4.2_B plyne, ze maximalni emise vazaného TMPyPu na kyselé¢ formé Nafionu bylo
dosazeno po cca 3,5 minutach na rozdil od neutralni formy, kde k maximalni emisi dochazi az po

30 minutach.

Kinetiku emise TMPyPu, pfedev§im na kysely povrch Nafionu provazi vice faktori. Pti delsi
dob¢ adsorpce, a tedy vétsi koncentraci adsorbovaného TMPyPu, dochazi k tzv. samozhaseni

(,,self-quenching effect®), kdy jedna fotoaktivni molekula zhasi druhou. Je pravdépodobné, Ze se
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té uplatfiuje tzv. stinici efekt (,,filter effect), kdy jedna molekula stini druhou®’-7?

, predevsim pri
vysSich koncentracich TMPyPu, pii kterych se molekuly TMPyPu jiz nemohou vézat na
nafionovou membranu a vazou se samy na sebe. Tento tzv. ,,stacking effect* je bézny u planarnich
porfyrinoidnich molekul®®. Takto agregované molekuly jsou jiz v prostiedi o jiné polarité a pH,
coz se projevuje i na spektralnich vlastnostech TMPyPu jako celku**’. Tento efekt lze nejlépe
pozorovat na postupném Stépeni excitanich past vazaného TMPyPu (Obr. 4.2_C). VSechny tyto
3 efekty ovliviluji sledovanou kinetiku emise vazaného TMPyPu. ,,Stacking effect* se projevuje
uz i na zdanlivé odchylce hyperbolického pribéhu adsorpce na kyselou formu Nafionu. Na rozdil

od kyselé formy Nafionu, se u kinetiky absorpce/emise TMPyPu na neutralni Nafion tyto projevy

neukazaly, zjevné z divodu mensiho mnozstvi adsorbovaného TMPyPu.

Mnozstvi TMPyPu adsorbované na Nafion (2,25 cm?, tloustka 0,0178 cm) v ¢ase 3,5 min bylo
stanoveno pro Nafion v deionizované vod¢ a 30 minut pro Nafion ve fosfatovém pufru (pH = 7,0).
K vypoctu adsorbovaného mnozstvi TMPyPu byl pouzit rozdil absorpce (4 = 422 nm) zasobniho
roztoku TMPyPu (5 ml, 1075 M, &(TMPyP)s» = 2,26 x 10° cm™' x M) (cit.”®) pied a po vloZeni

Nafionu.

Vypoctené mnozstvi adsorbovaného TMPyPu u obou vzorkli Nafionu shrnuje Tab.
4.1Chyba! Nenalezen zdroj odkazu. Z tabulky vyplyva, ze Nafion v deionizované vode

adsorboval zhruba 3% vy$si mnozstvi TMPyPu, nez Nafion ve fosfatovém pufiu.

Tab. 4.1: Mnozstvi TMPyPu adsorbovaného po 3,5 min (deionizovana voda), resp. 30 min (fosfatovy pufr, pH = 7,0)
z vodného zésobniho roztoku TMPyPu (5 ml, 107> M) na Nafion (2,25 cm?).

Vzorek A4 mrveyp (18]
Nafion v deionizované vodé | 0,98 29,6
Nafion ve fosfatovém pufru | 0,37 11,2

Dale byl ovéten predpoklad, Ze tetrakationtovy TMPyP se bude siln€ iontové vazat na zaporne
nabitou membranu Nafionu a bude mit malou tendenci se z této matrice uvoliovat vlivem vysoké
iontové sily. Sledovano, proto bylo pfipadné zpétné uvoliiovani navazaného TMPyPu
zmembrany za zvySené iontové sily 1M chloridu sodného. Bylo zjisténo, ze k zZadnému
uvolnovani TMPyPu pii zvyseni iontové sily nedochdzi a vazba TMPyPu k nafionové membrané

je dostatecné silna.

Vzorky nafionové membrany (0,75%3 c¢cm) s adsorbovanym TMPyPem byly po 3,5 minutach
z prostfedi deionizované vody (protonizovana forma), resp. po 30 minutdich z prostiedi
fosfatového pufru (pH = 7,0; neutralni forma) pouzity pro fotooxida¢ni a baktericidni testy. Popis

v§ech vzorkt je shrnut v Tab. 4.2.
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Tab. 4.2: Charakterizace pouzitych vzorkt

Vzorek Popis
NF P Membrana Nafion bez adsorbovaného TMPyPu v protonizovaném stavu
NF N Membrana Nafion bez adsorbovaného TMPyPu v neutralnim stavu

NF _TMPyP P | Membrana Nafion s adsorbovanym TMPyPem v protonizovaném stavu
NF _TMPyP N | Membrana Nafion s adsorbovanym TMPyPem v neutralnim stavu

4.3 Detekce singletového kysliku

Cilem prace bylo pfipravit fotoaktivni nafionovou membranu s imobilizovanym
tetrakationtovym fotosensitizerem TMPyPem generujicim Ox('Ag) s vysokym kvantovym
vyt&zkem™. Pro ovéfeni generace Oa('A;) byla pouZita Casové rozliSena spektroskopie a nepiimé
chemické detekéni metody (viz kap 4.3.2Chyba! Nenalezen zdroj odkazt.). Pro obé metody
detekce byly pouzity vzorky Nafionu s adsorbovanym TMPyPem v neutralni ¢i kyselé forme

s maximalni emisi (viz kap. 4.2).

4.3.1 Casové rozliSenou spektroskopii

Vzhledem k tomu, ze fosforescence O>('A,) je piimou metodou jeho detekce, byla po
laserovém pulsu metodou casové rozliSené spektroskopie sledovana jeho fosforescence pfi
4 =1270 nm. Protoze kvantovy vytézek zativé formy O»('A,) dosahuje hodnot mén& nez 1074,
bylo nutné pouzit vykonné laserové zdroje a velmi citlivé, napf. germaniové detektory?’. Pro

zvyraznéni signalu fosforescence Ox('Ag) vii¢i Sumu je tfeba mé&feni mnohokrat opakovat.

Fosforescence Oa('A,) byla méfena u vzorki NF_N, NF_P, NF_TMPyP_N i NF_TMPyP_P
vlozenych do kiemenné kyvety s deionizovanou vodou. Experimentalni body primeérované
z 500 méteni byly fitovany monoexponencialni funkci. Z fitovaci monoexponencialni funkce viz

Rov. (3.2), byla stanovena doba Zivota O2('Az) u obou méfenych vzorki (viz. Tab. 4.3)

Tab. 4.3: Doba Zivota 7a stanovena ¢asové rozlisenou spektroskopii z fluorescence O2('Ag) pii A = 1270 nm u vzorkh
NF_TMPyP_P a NF_TMPyP_N

Vzorek tA(02('Ap)) [ps]
NF P /

NF N /

NF _TMPyP P 12
NF_TMPyP N | 23
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Obr. 4.3: Rozdil signalu fosforescence O2('Ag) pied a po excitaénim laserovém pulzu sledovany pfi 2 = 1270 nm
u vzorku NF_TMPyP_P (modfe) a NF_TMPyP_N (rtizove). Cervena ktivka je fitovaci funkce /= 1o x exp (—t/7a)
prokladajici primérné experimentalni body z 500 méteni. Experimentalni podminky viz kap. 3.3.7.1.

Jak vyplyva z Obr. 4.3 u obou vzorki NF_TMPyP P i NF_TMPyP_ N, doslo po excitaci
laserem k fotogeneraci O('A,). U vzorku vybublaného dusikem nebyl signal O('A;) nalezen.
V piipadé protonizovaného vzorku byla doba Zivota O('Ag) zhruba 2x niZz8i neZ v pripadé
neutralizované formy Nafionu. Diivodem je patrné jiz diskutovana agregace (,,stacking effect®)
TMPyPu, nebot’ agregované formy fotosensitizerti vyrazné snizuji dobu Zivota tripletovych stavii,

a tedy 1 Ox('Ay) (cit.®®). U vzorkii bez adsorbovaného TMPyPu nebyl signal Ox('A) nalezen.

4.3.2 Chemickymi metodami

Schopnost nafionové membrany s navazanym TMPyPem fotogenerovat O('A,) byla ovéfena
1 pomoci dvou chemickych metod detekce — fotodegradaci kyseliny mocové a jodidovou
metodou. Tyto nepiimé metody detekce jsou dileZité k potvrzeni piedpokladu, Ze O('Ap)

fotogenerovany na povrchu membrany je schopen oxidovat chemické substraty ve svém okoli.

U metody fotodegradace kyseliny mocové je vyuzivan fakt, ze tento vodorozpustny substrat
specificky podléha peroxidaci/degradaci u¢inkem O»('A,). Metoda, jeji princip a experimentalni

podminky jsou popsany v kap. 1.2.2, resp. kap.3.3.7.3.

Fotooxidaéni u¢inek fotogenerovaného Oa('A,) byl touto metodou sledovan pouze u vzorku
NF_TMPyP_N pfipraven¢ho adsorpci z fosfatovém pufru a vzorku nafionové membrany bez
navazaného TMPyPu. Vzorek NF_TMPyP_P pfipraveny adsorpci z deionizované vody nebyl
pouzit, protoze kysely charakter jeho povrchu by mohl ovlivnit fotodegradac¢ni reakci kyseliny

mocové. Vedle ozafovanych vzorkl byl testovan i vzorek uchovavany ve tmé (temna kontrola)®.
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Obr. 4.4: UV/VIS spektra (Panel_A) a kinetika fotodegradace (Panel_B) kyseliny mocové v pfitomnosti vzorku
NF_TMPyP_N, resp. NF_N ozafovaném modrym LED zdrojem (4 =413 nm) 20 minut. Po 2 minutovych ozafovacich
intervalech byl méfen pokles absorbance kyseliny mocové (4 =292 nm). d — NF_TMPyP_N ozafovany; b — NF_N
ozafovany; ¢ —NF_TMPyP_N neozafovany; a —NF_N neozafovany; e — NF_TMPyP_N ozafovany v D20.
Experimentalni body v Panelu_B jsou prolozeny linearni regresni pfimkou. Ozatovaci zdroj: LED zdroj (4 =413 nm).
Experimentalni podminky: nafionové vzorky (0,75x3 cm); kyselina mo&ova (2,5 ml, 10 M, pH = 7,4); modry LED
zdroj (A =413 nm).

Vzorky Nafionu (0,75%3 cm) s ¢i bez navdzaného TMPyPu na kiemenném sklicku byly
umistény diagonaln& v kiemenné kyveté (4x1x1 cm) s obsahem 2,5 ml 10~*M sodné soli kyseliny
mocovée a byly ozafovany LED zdrojem (4 = 413 nm). Kinetika degradace kyseliny mocové byla

sledovana pomoci UV/VIS spektroskopie, jako pokles jejiho absorpéniho pasu (4 =292 nm).

Jak je patrné z (Obr. 4.4 _A) u ozafené¢ho vzorku NF_TMPyP_N, dochazi na rozdil od kontrol
k linedrnimu  snizovani absorpéniho pasu kyseliny mocové (neozafend membrana
NF_TMPyP_N, ozafena i neozafena NF_N). Nutna pfitomnost svétla a fotosensitizeru pro
degradaci kyseliny mocové, specifického substratu pro detekci O»('A), nepiimo dokazuje

schopnost fotogenerovaného O,('A,) u¢inné oxidovat i chemické substraty.

Dalsi pouzitou chemickou metodou pro nepiimou detekci fotogenerovaného Ox('A,) byla
jodidova metoda. Jeji princip je detailn€ popsan v kap. 1.2.2. Tato metoda je zaloZena na oxidaci
jodidu pomoci Ox('A,) v pfitomnosti molybdenanového katalyzatoru. Sledovan byl narist
absorbance past I3~. Jedna se o metodu velmi citlivou, ale malo specifickou. Jodid je oxidovan

nejen fotogenerovanym Ox('A,), ale i dal$imi oxidujicimi ¢asticemi®*.

Ozatovaci pokusy byly provadény podobné jako u testu s kyselinou mocovou, na stejné
optické lavici a s pouzitim stejného svételného zdroje, kyvety a plochy vzorku (2,25 cm?). Rozdil
byl oproti ptedchozi metod€ pouze v pouziti jodidového detekéniho roztoku a v délce ozarovacich

dob, které byly z divodu vyssi citlivosti metody kratsi. 3.2.1Po 30s ozarovacich intervalech byl
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u vzorki NF_TMPyP P a NF TMPyP N v jodidovém detekénim roztoku (Obr. 4.5 A, C)

pozorovan vyrazny linedrni nartst absorpcnich past s~ (4 =287, 351 nm).
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Obr. 4.5: Absorp¢ni spektra I3~ fotogenerovaného z jodidového detekéniho ¢inidla s vlozenym vzorkem nafionové
membrany (Panel_A) a (Panel_C) a kinetika fotogenerace I3~ (1 = 351 nm) po 30s ozafovacich intervalech (Panel_B),
resp. (Panel_D), potadi kfivek kinetiky odpovidd potfadi piislusnych paneld. a, e — NF_TMPyP_N, resp.
NF_TMPyP_P v jodidovém c¢inidle s 50 % D20; b, f— NF_TMPyP_N, resp. NF_TMPyP_P; ¢, g — NF_N, resp.
NF_P; d, h— NF_TMPyP_N, resp. NF_TMPyP_P bez ozéfeni. Experimentalni body v Panelu_B a Panelu_D jsou
prolozeny linedrni regresni ptimkou. Ozatovaci zdroj: LED zdroj (4 = 413 nm). Experimentalni podminky: nafionové
vzorky (0,75%3 cm); jodidové detekéni Cinidlo (2,5 ml, zfedéno 1 : 1 deionizovanou vodou) ; modry LED zdroj
(A =413 nm).

Kinetika fotogenerace trijodidu v jodidovém detek¢énim ¢inidle byla u vzorku NF_TMPyP_N
(Obr. 4.5 b) nizsi oproti vzorku NF_TMPyP_P (Obr. 4.5 f), v souladu s niz§im obsahem
vazaného TMPyPu na povrch Nafionu (viz. Obr. 4.2).

Vyrazny rozdil je téz patry pii Castecném nahrazeni podilu deionizované vody tézkou vodou

(50 % D>0), v niz ma Ox('Ay) zhruba 16x delsi dobu Zivota. Pravdépodobnost oxidace jodidu
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pomoci Ox('A,) je tedy vyrazné vyssi. Tento test je ¢asto pouzivan k ovéfeni, ze dané fotooxidace

probiha za ptispéni O('Ag)*.

Podle ptedpokladu, neozatované vzorky NF_TMPyP_N i NF_TMPyP_P (Obr. 4.5_d,h)
amembrana NF_N bez vazan¢ho fotosensitizeru (Obr. 4.5_¢) ozafovand modrym svétlem,
(A=413nm) generovala pouze zanedbatelné mnozstvi trijodidu. Oxidace u vzorkl
NF_TMPyP_N i NF_TMPyP P ve tmé neprobéhla. U vzorku NF_N byla nalezena jen
zanedbatelna fotooxidace. V piipadé protonizované formy Nafionu (NF_P) byla vSak jiz
prikazna (Obr. 4.5 c¢). U tohoto vzorku nebyl véazany fotosensitizer, zjevné tedy doslo

k fotooxidaci trijodidu jinymi reaktivnimi ¢asticemi nez O('Ay).

Pomoci orienta¢nich diagnostickych testii byl ucinén pokus tyto dal$i reaktivni Castice

a pripadny mechanismus fotogenerace objasnit (kap. 4.4).

4.4 Fotogenerace ROS na povrchu nafionové
membrany

Jak jiz bylo uvedeno v kap. 1.4.4, nafionovd membrana v protonizovaném stavu (NF_P) mtze
byt zdrojem radikalovych ¢astic. Autoti praci poukazuji na disociaci ¢i fotodisociaci vazeb C—F,
C-S, vazby etherové a vazbu uhliku na COOH skupinu v hlavnim fetézci Nafionu. Kli¢ovou roli
maji ionty Fe**, které jsou fotoredukovany na ionty Fe*", koordinujici peroxid vodiku. Disociace

vazeb spojend se vznikem radikalt se podili na tvorbé& dalSich radikalovych &astic®>2,

Pro objasnéni povahy té€chto reaktivnich Castic byly pouzity orientacni testy studujici vliv
absence kysliku, vinové délky (energie) pouzitého zafeni a pritomnosti iontli Zeleza na jejich
generaci u NF_P, tedy Nafionu bez adsorbovaného fotosensitizeru. Pouzit byl opét jodidovy

detekéni roztok (metoda viz kap. 3.3.8.1) umoziujici detekovat Sirokou skalu oxidujicich ¢astic.

V této praci (kap. 4.3.2) bylo zjisténo, ze NF_P fotogeneruje reaktivni ¢astice oxidujici jodid

v jodidovém detek¢nim Cinidle.
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Obr. 4.6: Absorbance I3” v jodidovém detekénim Cinidle (2,5 ml, zfedéno 1 : 1 deionizovanou vodou) po vlozeni NF_P
(0,75x1,5 cm) a nasledném Smin ozatfovani riznymi svételnymi zdroji (Panel_A) a NF_P (0,75x 1,5 cm) ozafovany
5 min modrym LED zdrojem (4 =413 nm) za dale uvedenych podminek (Panel_B). a — nefiltrované modré svétlo; b
— modré svétlo bez UV slozky; ¢ — zelené svétlo; d — zIuté svétlo; e — Cervené svétlo; f — solarni simulétor; g — temna
kontrola.; h — NF_P s Fe* ionty; i —jodidové ¢inidlo obohacené 50% D:O; j — ne¢istény Nafion; k — ¢istény Nafion
roztokem EDTA; 1 — jodidové ¢inidlo zbavené Oz bublanim No.

U vzorku NF P byla nejprve studovdna jeho fotoreakce za nepiitomnosti kysliku.
K odstranéni rozpusténého kysliku byla kyveta se vzorkem ponofenym do detekéniho jodidového
roztoku v pribéhu ozafovani probubldvana dusikem. Bylo zjisténo, ze v nepiitomnosti kysliku
k fotoreakci (generaci trijodidu) nedochazi (Obr. 4.6 _1). Na zaklad¢ tohoto experimentu vznikl
predpoklad, ze reaktivnimi ¢asticemi jsou reaktivni kyslikové castice (ROS). ROS ¢asto vznikaji
za spoluucasti kovovych iontil (napf. Fentonova reakce). Proto byla dale studovana ptitomnost
tézkych kovii adsorbovanych v podob¢ necistot na povrch nabitého Nafionu. Vzorek NF_P byl
peclivé piecistén omytim roztokem komplexaéniho ¢inidla EDTA (5 ml, 10 M, 30 min) a po
nasledném Sminutovém ozafovani modrym svétlem (4=413 nm) fotogeneroval pouze
minimalni mnozstvi trijodidu (Obr. 4.6_k). Z toho lze usuzovat, ze i takto malé mnozstvi iontl

(komplexujicich se pomoci EDTA) se vyznamné podili na fotoreakci.

Proto byl u¢inén pokus, kdy byly ionty Zeleza cilen¢ adsorbovany na povrch vzorku NF_P.
Po adsorpci Fe?" iontli na jeho povrch k fotogeneraci trijodidu nedoslo (v Obr. 4.6 neni uvedeno).

V pripadé adsorpce Fe** iontii vSak k vyznamné fotoreakci doslo.

Vzhledem k tomuto zjisténi byl 30 minutovou adsorpci z 5 ml 107°M Fe(NOs); dale piipraven
vzorek nafionové membréany (0,75%3 cm) vysyceny Fe**ionty (NF_Fe*" ). Z tibytku absorbance
ze zasobniho roztoku (e(Fe*)ao = 4230 M™! cm™) (cit.”) vyplynulo, Ze na povrch Nafionu se

adsorbovalo cca 67,3 pug Fe** iontu.
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Po Sminutovém ozafovéani Nafionu s adsorbovanymi Fe*" ionty (NF_Fe*") doslo oproti mé&feni

ptivodniho vzorku, tj. bez adsorbovanych Fe*" ionti a ¢isténi pomoci EDTA (Obr. 4.6_j), zhruba

k dvojnasobnému nartistu absorbance fotogenerovaného I3~ (Obr. 4.6_h).

Pro tvorbu reaktivnich &astic jsou tedy kli¢ové adsorbované Fe** ionty na nafionové

membrang, v souladu s literaturou popisujici jejich vliv na tvorbu membranovych radikald na

povrchu Nafionu, viz kap.1.4.4 (ci

t. 8,19,52)‘

U vzorku NF_Fe** byl déle studovan vliv vinové délky/energie pouzitého zafeni (Obr.

4.6_A). VSechny pouzité svételné zdroje byly prométfeny spektroradiometrem (Obr. 4.7).
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Obr. 4.7: Vyzatovaci spektra pouzitych monochromatickych LED zdroji: nefiltrovany modry zdroj (Panel_A);
filtrovany modry zdroj (s optickym pasmovym filtrem, A > 400 nm) (Panel_B); cerveny zdroj (Panel_C); zeleny zdroj
(Panel_D); zluty zdroj (Panel_E) a polychromaticky solarni simulator (Panel_F). Modrozelena plocha (Panel_A, B
a F) znaci pfesah svételného zdroje do UV oblasti.

Pouzity modry LED svételny zdroj, A =413 nm (Obr. 4.7_A) i solarni simulator (Obr. 4.7_F)

maji pfesah i do UV oblasti. Z literatury je zndmo, Ze pii ozafovani Nafionu UV zafenim dochézi

k fotodisociaci vazby C—S v jeho struktufe a tvorbé membranovych radikalt. Fotogeneraci téchto

radikald potvrdilo i méfeni ESR spekter™. Z Obr. 4.6 plyne, Ze vSechny pouZité svételné zdroje

zpusobily fotoreakci na NF_Fe* (Obr. 4.6 A, a, b, ¢, d, e, f) oproti kontrole ve tmé& (Obr.

4.6 A, g).

[as L




I po odstinéni UV slozky zafeni optickym filtrem u modrého LED zdroje (A =413 nm) a také
u dal$ich zdrojt emitujicich svétlo vyhradné ve viditelné oblasti, byla fotogenerace trijodidu stale
znacna. Jak plyne z Obr. 4.6, pro monochromatické LED zdroje je rozsah fotogenerace trijodidu
ovliviiovan vinovou délkou/energii svételnych zdroji v poradi: modry (4 = 413 nm) > zeleny
(4 =515 nm) > zluty (A = 595 nm) > &erveny (A= 656 nm) LED zdroj. Vzorek NF_Fe*" ozafovany
polychromatickym solarnim simulatorem s nizkou intenzitou zafeni fotogeneroval mnozstvi

trijodidu srovnatelné s Nafionem ozafovanym ¢ervenym LED zdrojem (4 = 658 nm).

Detailnéjsi pohled vSak ukazal, Ze rozdily v ucinnosti fotogenerace trijodidu, vztaZenim na
intensitu a absorpci pouzitého excita¢niho zateni, jsou pro vSechny pouzité zdroje nepatrné.
Vzhledem k tomu, Ze absorpce Zelezitych komplext v oblasti A = 400-660 nm je pii excitacnich
vlnovych délkach prakticky stejna (Obr. 4.7_A), jsou rozdily uvedené na Obr. 4.7 _A dany

prakticky pouze rozdilnymi intenzitami svételného zdroje (Obr. 4.7).

Jak je vidét z Obr. 4.8 A, absorpce svétla v oblasti A =400-660 nm je nizka. Podle zakladniho
fotochemického Grotthuss-Draperova zakona (princip fotochemické aktivace) vSak pouze svétlo,
které je absorbovéano systémem, mutize zptsobit fotochemickou zménu?*. Z toho vyplyva, ze dana
fotoreakce probiha s vysokou Uc¢innosti resp. kvantovym vytézkem. Takto G¢inné fotoreakce

mivaji obvykle radikalovy mechanismus’.

Absorpce svétla v oblasti 4 = 400-660 nm je patrné dana vazanymi zelezitymi ionty (Obr.
4.8). Z literatury jsou dobie znama absorpcni spektra zelezitych hydroxo ¢i aqua kationtd v UV
oblasti spektra (Obr. 4.8_A). Tyto, ale i dalsi napt. mustkové komplexni kationty nalezené na
povrchu nafionovych membran ([Fe(H;O2)Fe]** a [Fe-O-Fe]*") (cit.®?), pak mohou mit absorpéni
pfesah i do viditelné oblasti. Jak je vidét z naméfenych absorp¢nich spekter, k menSimu piesahu
skutecné dochazi (Obr. 4.8_B). Dale byla testovdna ucinnost fotogenerace ROS v zavislosti na
koncentraci (Obr. 4.8_C), resp. absorpci pii excitacni vinove délce (pouze viditelna oblast)

adsorbovanych Fe*" iontl na nafionové membrané (Obr. 4.8_D).
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Obr. 4.8: Absorpéni spektra Zelezitych ionti pfitomnych ve vodném roztoku v UV oblasti (pfevzato a upraveno z cit.’)
(Panel_A). Absorp¢ni spektra vzorklt NF_P sriznou koncentraci Zelezitych iontii (Panel B). Absorbance I3~
(A =351 nm) v jodidovém detekénim ¢inidle po vloZzeni NF_P a nasledném Smin ozafovani v zavislosti na koncentraci
(Panel_C), resp. absorbanci (Panel_D) adsorbovanych Fe** iontl. a — NF_Fe**; b — NF_P; ¢ — NF_P o¢isténé
roztokem EDTA. Modrozelena plocha v Panelu_B znaci UV oblast. Experimentalni podminky: nafionové vzorky
(0,75%1,5 cm); jodidové detekéni ¢inidlo (2,5 ml, zfedéno 1 : 1 deionizovanou vodou) ; modry LED zdroj (4 = 413
nm).

Z Obr. 4.8 _C vyplyva, ze koncentrace, ale pfedevsim absorbance Fe** iontli adsorbovanych

na protonizovaném Nafionu silné ovliviiuje mnozstvi fotogenerovaného trijodidu.

Az do vysyceni nafionové membrany Fe®" ionty, dochazi k vyraznému ristu fotogenerace
ROS spojené s neutralizaci sulfo-skupin nafionové membrany. Vzorek s nejvyssi a pro dalsi
méfeni pouzivanou koncentraci Fe*" iontti (NF_Fe**) vykazoval nejvyssi absorpci a nejudinngjsi
fotoreakci. Linearni zavislost fotoreakce na absorpci pfi excitaéni vinové délce (4 = 413 nm) je
pak v souladu s piedstavou, ze fotoreakce probihda mechanismem zahrnujicim komplexy zeleza

navazané na nafionové membrané.
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4.4.1 Identifikace fotogenerovanych ROS

Jak jiz bylo uvedeno, vzorek NF_Fe** fotogeneroval zna¢né mnozstvi ROS. Z literatury

vyplyva kli¢ova role OH' radikali béhem (foto)degradace nafionové membrany>2.

U vzorku NF_Fe** byla proto sledovana mozna fotogenerace OH' specifickou fluorescenéni
detekéni metodou na OH’, zalozenou na hydroxylaci kyseliny tereftalové za vzniku fluoreskujici
kyseliny 2-hydroxytereftalové. Samotnd kyselina tereftalova fluorescenci neposkytuje nebo jen
ve velmi omezené mife!®. Princip metody je detailngji popsan v kap. 1.1.2. Vzorek NF_Fe**

ponoteny do roztoku kyseliny tereftalové byl ozafovan modrym svétlem (4 = 413 nm).
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Obr. 4.9: Detekce fotogenerovanych ROS ozafovanim vzorkit NF_P a NF_Fe*. Absorbance I3~ v jodidovém
detekénim ¢inidle (2,5 ml, zfedéno 1 : 1 deionizovanou vodou) u vzorku NF_P a NF_Fe** (Panel_A). Stanoveni OH"
u vzorku NF_Fe*" v kyseling tereftalové (Panel_B). a — NF_Fe’* pied ozafenim; b — NF_P ihned po 5min ozafent;
¢ — NF_P po 60 min od ozéfeni; d — NF_Fe*" ihned po 5min ozafovani; e — NF_Fe*" po 60 min od ozafeni; f - NF_Fe**
temna kontrola; g — kyselina tereftalova; h — NF_Fe*" temna kontrola; i — NF_Fe** 30 minut ozafovani. Experimentalni
podminky: nafionové vzorky (0,75%3cm); jodidové detekéni ¢inidlo (2,5 ml, zfedéno 1 : 1 deionizovanou vodou)
kyselina tereftalova (3 ml, 10 mM, pH = 7,4); modry LED zdroj (A =413 nm).

Po Sminutovém ozatovani doslo k témért desetinasobnému narustu fluorescence oproti vzorku
uchovavanému ve tmé (Obr. 4.9 _B). Tento test tedy neptimo potvrdil ucast OH" radikalt behem

fotoreakce.

Mozna ticast dalSich ROS (O, a peroxid vodiku) na fotoreakci byla orientacn¢ zjistovéana
pomoci post-iradiacniho jodidového testu (Obr. 4.9 A). Metoda (viz kap. 3.3.8.3) je zaloZena na
faktu, ze pouze peroxid vodiku je ve srovnani s ostatnimi ROS déle Zijici ¢astici a jeji oxidacni
efekt setrvava i po skonceni ozafovani. Molekula peroxidu vodiku je vSak casto i konecnym

produktem reakci ostatnich ROS, ptedev$im O, ", ktery na peroxid vodiku rychle dismutuje'’.
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Tento test oproti kontrolam prokazal post-iradiaéni oxidativni ptsobeni NF_Fe** a tedy
pravdépodobnou ucast dalSich ROS. Dikladna identifikace ROS pomoci EPR technik bude

ptredmétem dalsiho studia.

4.5 Foto-antibakterialni testy

Pro ovéteni foto-antibakteridlniho uc¢inku vzorki NF_TMPyP N a NF _TMPyP P
fotogenerujicich Ox('A,) a vzorku NF_Fe** fotogenerujici ROS modrym svétlem (4 = 413 nm)
byla pouzita bakteridlni suspenze kmenu bakterii E. coli DHS5a. Bakterie E. coli patii mezi
Gram-negativni bakterie, které jsou vié¢i Gfinkim O»('A,) odolng&jsi, nez Gram-pozitivni

bakterie’.

Testované vzorky Nafionu (NF_TMPyP P, NF P a NF_Fe*") byly neutralizovany ve
fosfatovém pufru (pH = 7,0). Toto pH bylo zvoleno, protoze nizké pH nafionové membrany by
negativné ovliviiovalo antibakterialni testy vlivem temné toxicity. Protoze je skelet Nafionu
tvoten hydrofobnim Teflonem, je jeho povrch i pfes piitomnost sulfo-skupin jen omezené
smacivy®!. Z tohoto diivodu byl Nafion zvlhéen na buni¢iné napusténé komerénim PBS
(pH = 7,4) a bakteridlni suspenze byla poté pipetovana po 0,5ul kapkach pro zajisténi maximalni

sty¢né plochy mezi membranou a bakteridlni suspenzi.

Obr. 4.10: Ptiklady snimki agarovych ploten s narostlymi koloniemi bakterii E. coli DH5a, po inkubaci 5 pul bakterialni
suspenze na povrchu vzorku NF_TMPyP_P (0,75x1,5 cm) neutralizovaném ve fosfatovém pufru (pH = 7,0). Agarova
plotna inokulovana E. coli DHS5a ze vzorku NF_TMPyP_P uchovavané¢ho ve tmé (Panel_A) a ze vzorku
NF_TMPyP_P (0,75%1,5 cm)ozafovanéhom 30 min filtrovanym modrym LED zdrojem (Panel_B).

Bakteridlni suspenze E. coli na vzorcich byla definovanou dobu vystavena svétlu (LED zdroj,
A=413 nm, pasmovy filtr A > 400 nm), ¢i ponechana ve tmé&. Poté byly vzorky vytfepany do PBS.

Vzorky ozéatené bakterialni suspenze (150 pl) byly naneseny na agarové plotny a inkubovany pfi
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37 °C, po dobu 18 hodin. Poté byly bakterialni kolonie spoc¢itany. Metodika foto-antibakterialnich

testtl je detailngji uvedena v kap. 3.4.

Antibakterialni u¢inky fotogenerovaného O»('A,), resp. dalsich ROS byly vyhodnoceny jako
pomeér prezivsich kolonii (CFU ,,colony-forming unit) v pfitomnosti ¢i neptitomnosti TMPyPu
nebo Zelezitych iontd (vazanych na nafionovou membranu) ve tme€ nebo po

5, 10, 15 a 30minutovém ozatovani LED zdrojem (4 =413 nm).

Po 30minutovém ozafovani vzorku NF _TMPyP P (Obr. 4.10_ B) modrym svétlem
(A=413 nm) byl patrny vyrazny ubytek bakterialnich kolonii E. coli oproti neozafovanému
vzorku NF _TMPyP_P (Obr. 4.10_A). Stejnym zplusobem byl vyhodnocen také
foto-antibakterialni Gi¢inek ROS generovanych z NF_Fe**. Vysledky ziskané ze tif nezavislych
méieni vzorki NF_TMPyP_P, NF_TMPyP_N a NF_Fe*" shrnuje Obr. 4.11. Jako kontrola
(,,blank*) byl pouzit vzorek NF_P.
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Obr. 4.11: Foto-antibakteridlni testy u vzork Nafionu (0,75%1,5 cm), NF_TMPyP_P/NF_N (zelen¢),
NF_TMPyP_N/NF_N (modie) a NF_Fe**/NF_N (Cerveng). Utinnost fotobakterialni inaktivace je vyjadiena
pomérem CFU E. coli ozafovanych (5, 10, 15 a 30 min) ¢i ve neozafovanych (0 min) v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
vazaného TMPyPu ¢i Fe** iontli na nafionové membrang. Hodnoty jsou vyneseny jako primér ze 3 nezavislych méfeni
opatfenych smérodatnymi odchylkami. Zdroj zateni: modry LED zdroj (4 =413 nm) s pdsmovym filtrem 4 > 400 nm.

U zadného ze vzorkli nebyla pii ponechani ve tmé (30 minut) vicéi kontrole (NF_P)
pozorovana vyznamna zména v poctu kolonii E. coli. S delsim ¢asem ozafovani byl pozorovan

vyrazngjsi foto-antibakterialni efekt u vSech tii vzorkd.

U vzorku NF_TMPyP_N/NF N ozafované¢ho 30 minut ptezilo zhruba 10 % bakterialnich
kolonii vii¢i pivodnimu poctu. Vzorek NF_TMPyP_P/NF_N fotogenerujici O»('A,) vykazoval
nejucinnéjsi foto-antibakterialni efekt ze vSech vzorkll. Po 30minutovém ozafovani tohoto vzorku

prezilo mén€ nez 5 % kolonii E. coli z pivodniho poctu.
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V piipadé vzorku fotogenerujici ROS (NF_Fe*"/NF_N) po 30 minutidch ozafovani piezilo

ptiblizné 20 % kolonii oproti jejich piivodnimu mnozstvi.
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ZAVER

V této praci bylo zjisténo, Ze lze pevné, iontové vazat tetrakationtovy porfyrinoidni
fotosensitizer 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinium)porfyrin tetra(p-toluensulfonat)
(TMPyP) na zaporné€ nabitou membranu Nafion, bez zpétného vymyvéani do vodnych roztokt.
Byla studovana iontova kapacita membrany, kinetika adsorpce TMPyP a spektralni vlastnosti
(adsorpce i emise) membrany s navazanym TMPyPem. Po navazani TMPyPu se nafionova
membrana stava fotoaktivni a fotogeneruje O»('A,) na zaklad& fotosensitizované reakce po
aktivaci viditelnym svétlem. Tato fotogenerace Ox('A,) byla dokdzéna pomoci ¢asové rozliSené
spektroskopie a dvéma chemickymi metodami. Vysokad uginnost generace O>('A,) je déana
transparentnosti membrany a povrchovym vazanim (zajistujici snadny pristup svétla a kysliku),
ale i chemickym sloZenim membrany s malym zhaSecim efektem vi¢i Ox('A,) a excitovanym
stavim TMPyP. Pouzity TMPyP je charakteristicky vysokym kvantovym vytézkem O»('Ay).
Vzhledem k fotogeneraci cytotoxického Oa('A,) byl zjistén silny foto-antibakteridlni efekt na

povrchu membrany vzhledem ke gram-negativnim bakteriim E. coli.

Déle bylo vtéto praci zjisténo, v souhlase s literaturou, ze i membrana Nafion bez
fotosensitizeru ale s navazanymi ionty Fe** miize, s vyjimkou Ox('A,), fotogenerovat i dalsi ROS,
piedev§im OH a H>0,. Nové bylo v této praci dokazano, Ze ke generaci ROS &astic staci
i viditelné zateni. Fotogenerace téchto ROS ma ziejmé radikdlovy mechanismus iniciovany
fotodisociaci vazeb v Nafionu a vznikem membranovych radikéla za spolutiCasti Fe*". Vzhledem
k fotogeneraci ROS vykazuje i nafionovd membrdna snavdzanymi ionty Fe®" silné

foto-antibakterialni vlastnosti vii¢i bakteriim E. coli iniciované viditelnym svétlem.

Zavérem lze shrnout, Ze nafionové membrany s navazanym fotosensitizerem &i ionty Fe**
(vCetné obojiho) jsou zajimavé a perspektivni materialy vhodné pro oblast fotodesinfekce napt.

mikrobidlné znecisténych vod.
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