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vin fotosenzibilizuje singletni kyslik a jeho zhaseni nebylo pozorovano. Ze zavislosti dob
zivota na koncentraci azidu sodného a rozpusténého kysliku jsem urcil prislusné zhaseci
konstanty. Césteénd zéména normalni vody za tézkou vedla k prodlouzeni doby zivota
singletniho kysliku, coz umoznilo identifikovat, kterd z dob zivota prislusi kysliku a kterd
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2 Uvod

V zivoté ¢lovéka hraje dilezitou roli singletni kyslik (TO4)). Chrani nés pied riiznymi
patogeny, muzeme jej dokonce vyuzit k 1écbé nadorovych onemocnéni ve fotodynamické
terapii. Na druhou stranu diky své vysoké reaktivité muze v téle poskozovat DNA, pro-
teiny a ma schopnost cytotoxicity (tedy schopnost ni¢it buriky - tuto schopnost maji
bunky imunitniho systému nebo nékteré jedy, jako jsou napriklad jedy hadu ¢i zahavea
[1], [2]). Télo reguluje hladinu singletniho kysliku pomoci antioxidanti, jako jsou napii-
klad karotenoidy, flavonoidy, vitaminy A, E, C, B2, B3, nékteré slouceniny kovi ¢i rizné
kyseliny (kys. lipoova, askorbové & mocova) [3, chapter 3.2.2], [4]. Ukolem prace je zkou-
mat vliv riboflavinu na dobu zivota singletniho kysliku a tripletnich stavi riboflavinu,
stejné tak jako vliv riznych koncentraci azidu sodného a kysliku. Vysledky méfeni ndm
daji informaci o tom, jak moc je riboflavin schopny [[Og zhéset, tedy jak moc je kvalitn
antioxidant, nebo jak je naopak schopny [FO4] produkovat.



3 Teorie

3.1 Struktura riboflavinu a jeho vlastnosti

Sloucenina riboflavin (6,7-dimethyl-9-D-ribitylisoalloxazin) (RE]) se sklddd ze dvou
¢asti. Prvni ¢ast je flavin (z latinského flavus, tedy zluty), nebo-li isoalloxazinové jadro,
které je slozeno ze tif Sestiuhlikatych jader! — benzoové, pyrazinové a pyrimidinové [5].
Tato dvé posledni jadra tvori pteridinové jadro [6]. Flavin se muze vyskytovat v reduko-
vané nebo oxidované formé |7] a pravé tato oxidovana forma je zodpovédné za nazloutlou
barvu riboflavinu [8, chapter History|. Na pyrazinové jadro se vaze tzv. ribitol (CsH1205
- jiny néazev také adonitol), coz je forma redukované ribé6zy.

Obrazek 1: Strukturni vzorec riboflavinu

[RE je biologickou latkou vysoce odolnou proti teploté. Pri teploté 240 °C zéernd a
zaCina se pomalu tavit. Bod tédni neni presné uréeny [5], ale pohybuje se nékde okolo 278 °C.
Rozklada se na svétle, proto je nutné jej uchovavat v tmavém prostredi. To ovSem rozkladu
nezabrani, v ¢lanku [9] naméfili pokles RE] o skoro 4% po necelych 100 hodindch ve
tmavém prostredi. [REIm4 absorpéni pasy pii vinovych délkdch A\; = 222 nm, Ay = 266 nm,
A3 =373nm a \; = 445nm (viz. obr. 2] a[3). P¥i vlnové délce A5 =524 nm fluoreskuje (viz.
obr. [2/a ¢lanek [10]).

INa obréazku |1 popisovéno zleva doprava
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3.2 Riboflavin a jeho uc¢inky na lidské télo

Riboflavin je jeden z vitamint fady B. Oznacuje se jako vitamin B2, mnohdy také
jako vitamin G. Jeho aktivni formy FAD? a FMN? jsou diileZitou soucdsti riiznych en-
zymu, které jsou dulezité napriklad k rozkladu aldehydi, k [-oxidaci mastnych kyselin a
dalsich[§]. Riboflavin je velmi vyznamny pro spravny rust kize, ke spravnému fungovani
srdce, oc¢f a jinych organu [12], [13].

Jeho nedostatek v lidském téle pochéazi z neschopnosti ho syntetizovat, je tedy nutné jej
prijimat v potravé. Vyssi obsah [RE] obsahuji napriklad hovézi jatra, cereélie, ovesné vlocky,
drozdi nebo listova zelenina. Dospély muz by mél pro svoje mentéalni zdravi zkonzumovat
denné okolo 1,3mg [RE] u netéhotnych Zen staci 1,1 mg [RE [14] a téhotné Zeny by mély
mit 1,4 mg [RE| denné. Pi{jem doporudeného mnozstvi zajisti i spravné fungovani dalsich
biologickych procesi v téle, spravny rist kosti, vlasi ¢i klize, spravné fungovani nervového
systému apod. Protoze je [RE] rozpustny ve vodé, predavkovani jim vétsinou nenastava.
Neni proto takovou hrozbou, jako vitaminy A, D, E nebo K, které se rozpoustéji v tucich.
Jeho deficit mtizeme poznat napriklad podle zanétt v okoli tstni dutiny, koznich vyrazek,
ztraty vlast, boleni v krku a dalsich. Tyto symptomy se presto mohou vztahovat i na jind
rizna onemocnéni. Nedostatek riboflavinu mize vést az k zanétu spojivek, svétloplachosti,
normocytarni anémii a dalsim [14].

RE je zluty az oranzovy prasek slabé rozpustny ve vodé. Jeho moldrni hmotnost je
376,36 g - mol~!. Umél4 syntéza riboflavinu se uskuteciiuje za pomoci nejriznéjsich mi-
kroorganismu [I| (jako napiiklad za pomoci bakterie Corynebacterium diphtheriae [15],
¢i kvasinky Candidosis [16]), které jsou geneticky upraveny k jeho vyssi produkei. Tato
uméld syntéza nam prave dovoluje zkoumat jeho vlastnosti, které lze vyuzit v 1ékarstvi a
farmacii.

2flavinadeninnukleotid
3flavinmononukleotid



3.3 Antioxidanty

Rada chemickych reakci, zvlasté oxidacnich, vede ke vzniku radikélnich éastic (atomy,
molekuly, ionty). Tyto ¢astice maji ve svém elektronovém obalu nesparovany valencéni
elektron, ktery je zodpovédny za vysokou chemickou reaktivitu. Tyto radikaly zaplnuji
své orbitaly odtrzenim elektront z obali blizkych molekul, ¢imz vznikaji fetézové procesy
radikalovych reakci vedouci k poskozeni biologickych struktur. Lidské télo je toho schopno
vyuzit ve své imunitni odpovédi pfi niceni bakterii, nebo pri bunééné signalizaci |17].
Radikaly mohou ale také ponicit i zdravé a prospésné bunky, DNA, proteiny ¢i lipidy v
téle [18].
kych struktur zachytavanim uvedenych radikali. Hlavnimi antioxidanty jsou predevsim
vitaminy A, C, E, nékteré z fady B, karotenoidy, flavonoidy, slouc¢eniny zinku, manganu
¢i selenu, nebo dokonce ¢isté uhlovodiky (bez dusiku, siry, apd.). Cilem antioxidant neni
radikalni ¢astice v téle uplné potlacit, ale kontrolovat jejich mnozstevni situaci.

Diky svym vlastnostem by se mohlo zdat, Zze maji antioxidanty pozitivni vliv na nase
zdravi, konkrétné diky jejich funkcim vii¢i nemocim a rakoviné. Neékteré ¢lanky hovori o
vyznamné roli antioxidantti v prevenci proti nemocim, jako tfeba proti kardiovaskuldarnim
onemocnénim, zakaliim nebo rakovindm [19]. Rizné antioxidanty mohou ale za uréitych
podminek télu skodit. Jiné studie hovori totiz o neovlivnéni rizika nemoci antioxidanty,
¢i zvySovani rizika napriklad rakoviny zpusobené koufenim za uzivani beta-karotenu [20),
Chapter Conclusion|. Neni stéle jasné, jestli v urcitych situacich ptisobi antioxidanty sa-
motné nebo za pritomnosti a pomoci ostatnich latek, nebo jestli naopak antioxidanty
nepusobi ve prospéch téla a urcitych nemoci vibec.

3.4 Reaktivni formy kysliku

Jak uz bylo feceno, kazdy atom, molekula ¢i iont muze mit ve svém elektronovém
obalu nesparovany elektron, diky kterému mé ¢astice vysokou reaktivitu. Céstice vzniké
bud v obycejnych metabolickych procesech v téle, nebo z vnéjsich vlivii, jako je napriklad
vliv ozonu, koufeni cigaret, znec¢isténého ovzdusi nebo rentgenovych paprsku [21]. Tyto
vysoce reaktivni ¢astice, nebo-li radikalni ¢astice, reaguji s dalsimi ldtkami v téle (napii-
klad aminokyselinami, lipidy, proteiny, polynukleotidy atd.), kterym narusuji integritu a
zpusobuji naslednou destrukei (at uz to jsou velké struktury jako napf. buriky, nebo mensi
jako jsou jiz zminované biologické latky).

Radikalni atomy maji tendenci zaplnit svoji valenéni vrstvu tak velkou, Ze jsou schopny
si vzit elektron od jinych atomiti nebo molekul, tim je destabilizovat a vytvorit z nich taktéz
radikal. Tento proces se opakuje do doby, nez vytvori stabilni vazbu s jinym radikalem.
Tim pak oba dva radikaly zanikaji. V téle tento proces muze poskodit i samotné bunky
nebo biologické struktury, coz ma nékdy za nasledek vznik nemoci, jako je napriklad
rakovina, Alzheimerova nemoc [22], Parkinsonova nemoc atd.. V lidském téle vznikaji
reaktivni formy kysliku (ROS)) diky samotnému dychéni.



[ROS jsou ¢astice chemicky reaktivni a obsahujici kyslik, proto se daji rozdélit do dvou
skupin:

« volné kyslikové radikaly

o latky, které nejsou volnymi kyslikovymi radikaly, tedy neradikalové molekuly

Do prvni skupiny miizeme zatradit napriklad superoxidy -O; , hydroxylové radikaly
HO- |, peroxyly ROO- ¢i hydroperoxyly -HOs.

Do druhé skupiny lze zaradit ozon Oz, peroxidy (napt. HyO,), nékteré kyslikaté kyse-
liny (napf. HCIO) a hlavné singletni kyslik [fO

3.4.1 Singletni a tripletni stav molekuly kysliku

K pochopeni excitovanych stavi je tfeba si uvédomit, jak se elektrony v obalu atomu
nebo molekuly chovaji. Pauliho vylucovaci princip ndm fika, ze nemiizeme nalézt v jednom
systému dva elektrony, které by mély vSechna kvantova ¢isla stejna (tedy hlavni kvantové
¢islo n, vedlejsi kvantové ¢islo I, magnetické kvantové ¢islo m; a spinové ¢islo s). To
znamend, ze se nemohou vyskytnout dva elektrony, které (napriklad) budou na prvni
elektronové vrstvé atomu se stejnym spinem (oba by mély stejné n = 1,1 =0,m; =0 a

1

s = 3). Jeden z nich musf mit s = —3.

Obecné singletni stav (zdkladni stav) jakékoliv molekuly se vyznacuje tim, ze v elek-
tronovém obalu dané latky se vyskytuji pouze elektrony, které jsou spinové sparované
(vSechna kvantova ¢isla maji stejnd, az na spin, ktery je opacny). Elektron mize ptijmout
kvantum energie a byt excitovan. Pokud se néjaky elektron excituje na vyssi hladinu,
muze dojit ke dvéma vécem.

Zaprvé muze mit excitovany elektron stejny spin jako mél pred excitaci v daném
elektronovém paru, a vznika excitovany singletni stav. Jinak feceno, v tomto stavu se
vyskytuji dva elektrony s rtznymi spiny na jinych energetickych hladinach, které byly
puvodné sparované.

Zadruhé se mtze béhem excitace elektronu zménit i jeho spin a vznika tak tripletni
stav. V tomto stavu se budou vyskytovat dva elektrony piivodné sparované, které jsou na
jinych hladinach a maji stejny spin. Skutec¢nost stejnych spint tomuto elektronu zakazuje
deexcitovat na puvodni hladinu do té doby, nez dojde ke zméné jednoho ze spint, tzv.
mezisystémovy prechod - pfechod mezi 2 elektronovymi stavy s riiznym spinovym ¢islem
(ISC). Excitace do tripletnich stavii nenf tak castd, protoze musi dojit pravé ke zmitiované
zmeéné spinu elektronu.

Molekula kysliku je vyznamné tim, ze se v zdkladnim stavu vyskytuje pravé v tri-
pletnim stavu [23]. Pokud je excitovdna do vyssiho singletnfho energetického stavu ', ",
velice rychle zrelaxuje do energeticky nizsfho singletniho stavu *A,. Tento stav kysliku
je v dané formé vysoce reaktivni. Relaxace do zakladniho tripletniho stavu je zdlouhavy
proces, nebot tento prechod je spinové zakazany.
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Obrazek 4: Zleva doprava molekularni orbitaly singletniho kysliku v excitovaném stavu 1Ag,

excitovaného stavu 12; s vyssi energii a nakonec jeho formy v tripletnim zakladnim stavu
s nejnizsi energif; prevzato z [24]

3.5 Luminiscence

Luminiscinci mizeme oznacit proces spontanniho vyzarovani svétla z jakékoliv latky,
ktery je prebytkem zareni nad jejim tepelnym vyzarovanim a trva urcitou dobu i po
skonceni excitace. Nejprve musi dojit k excitaci elektronu z elektronového obalu molekuly
dané latky. Excitovany elektron po urc¢ité relaxacéni dobé bude chtit deexcitovat a béhem
tohoto procesu vyzari foton. Tento foton mé delsi vlnovou délku A (vlnova délka je bliz

infra-Cervené oblasti) a tudiz mensi energii nez foton excitacéni (Stokesiv posun).

Nezaménujme luminiscinci s odrazem svétla, jenz se stava naptiklad na Mésici. Pokud

se foton ihned odrazi od povrchu latky, o luminiscinci jako takovou nejde.
Luminiscence se dale déli na mnoho podskupin, mezi které patii hlavné:

Chemiluminiscence — emise svétla je vyvolana chemickou reakci, napriklad reakce
luminolu s peroxidem vodiku, fadi se sem i podskupina bioluminiscence, ve které si
muzeme predstavit zareni svétlusek pomoci luciferinu.

Elektroluminiscence — pri prichodu elektrického proudu danou latkou jsou elektrony
excitovany z valen¢niho do vodivostniho pasu, odkud mohou zarivé relaxovat zpét.

Mechanoluminiscence — pii mechanické namaze pevnych latek, 1ze ji dosahnout i
ultrazvukem, napriklad triboluminiscence cukru.

Termoluminiscence — Vnéjsi zafeni muze predat svou energii elektrontim v atomech
pevnych latek Tento stav elektronu je po ur¢ité obdobi (v fadech i stovek let) uvéz-
nén v krystalové struktute. Po prijeti energie ze zahtati se elektrony uvolni a mohou
reagovat s fotony zvnéjsku, ¢i vibracemi mrizky. Tato metoda lze pouzit i na dato-
vani predmétu.

Fotoluminiscence.

A dalsi skupiny a podskupiny.

Prave fotoluminiscence souvisi s tématem této bakalarské prace. Excitace elektront je

ve fotoluminiscinci jako jedind vyvolana samotnymi fotony.



Pravé ona se miize délit na fluorescenci, kde doba trvani absorbce energie fotonu,
kterd vede na excitaci elektronu, a néasledna deexcitace je v faddech femtosekund az mik-
rosekund. Zpusob, kterym se elektron deexcituje, pravé urcuje tuto relaxacni dobu.

Pokud tento proces trva déle, jedna se o fosforescenci. Excitace elektronu v pri-
padé fosforescence je takova, zZe elektron prejde do spinové zakazaného stavu (tripletniho
stavu) odkud nemize deexcitovat kvili spinovému zakazu. Fosforescence je o nékolik fadi
delsi nez fluorescence, protoze zména spinu elektronu pri deexcita¢nim prechodu je malo
pravdépodobny proces.

3.5.1 Fotoluminiscence

Fotoluminiscence je druh luminiscence, ktera je vyvoldna dopadajicimi fotony. Tento
dopadajici foton preda energii elektronu v obalu atomu dané latky a elektron se tim
excituje. Zapsano rovnici jako:

SO + hyex — Sl- (31)

Protoze excitované stavy relaxuji do zakladniho stavu s nejnizsi moznou energii zarivé
(dochdzi k emisi fotonu) ¢i nezarivé, za kratkou dobu se tak elektron zpatky deexcituje. Pri
nezarivé relaxaci se nadbytecna energie preméni na teplo, nebo je predana jiné molekule
pii procesu nazyvaném zhaseni (angl. quenching) luminiscence. Molekula zhéasece (angl.
quencher) muze a nemusi pti zhaseni prejit do excitovaného stavu.

V rovnici vystupuje energie fotonu jako E,, = hv, tedy soucin Planckovy kon-
stanty h =6,62607015-1073*Js a frekvence fotonu v v hertzich pro excitacni foton. S
zde vystupuje jako singletni zakladni stav (singlet) luminoforu a S; jako prvni excitovany
singletni stav. Proces fluorescence se déje v pribéhu radt femtosekund az mikrosekund.

3.6 Fotosenzibilizace

Za proces fotosenzibilizace je zodpovédny fotosenzitizér (PS)), coz pro piipad vzniku
singletniho kysliku jsou vétSinou organické molekuly, které absorbuji energii z elektro-
magnetického zafen{ a excituji se v prvnf excitovany singletni stav fotosenzitizéru (PS¥).
Pomoci se zméni v tripletni stav fotosenzitizéru PS) s nizsi energii. FPS mtze de-
excitovat zarivé — fosforescenci, nezarivé, nebo muze predat energii jiné molekule, napt.
Oy (vyjadieno pro singletni kyslik systémem rovnic [25]). V pifpadé kysliku [[Oy] v
zékladnim tripletnim stavu, ktery prevezme energii od PPS| vyménnym mechanismem, se
excituje do 'A, - tj. prvni excitovany singletn{ stav molekuly kysliku *O,. Pomoci rtiznych
mechanismi ([SC| nebo také pres reakci s [PS v rovnicich pak muze zpétné piejit z4-
rivé (kdy vyzari foton) nebo nezafivé do 329_ - tj. zékladni tripletni stav molekuly kysliku
102.

PS+ hy — PS”

ps* S pg,

5w ) (3.2)
PS3+ Eg — PS + Ag,

Co se presné déje v procesu rovnic [3.2]7 PopiSme si to na upraveném Jablonského
diagramu.



excited vibrational states

S / {(excited rotational states not shown)
n
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O electronic ground state o, 2,
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Obrazek 5: Obrazek upraveny z [26]; A - absorpce energetického kvanta, F - fluorescence, P -
fosforescence, S, - n-ty excitovany singletni stav, Sg - zakladni stav, T1 a Ts - tripletni stavy,
IC - vnitini konverze, ISC - mezisystémovy prechod

Zakladni stav se po absorpci energetického kvanta dostava do prvniho ¢i vyssiho
excitovaného stavu S,. V tomto stavu sdm o sobé dlouho nevydrzi a pomoci fluorescence
nebo vnitini konverze - prechod mezi 2 elektronovymi stavy se stejnym spinovym ¢islem
([IC) - se dostava zpét do zékladniho stavu. Do tripletniho stavu, odkud muZe fosforescenci
prejit taktéz do zdkladniho stavu, se dostdava pomoci [SCL

Fluorescence znamen4, Ze se excitovany stav S, pomoci[Clzméni na prvni excitovany
stav S (pokud uz v tomto stavu dand latka neni) a zbytek své prebytkové energie vyzari
pomoci fluorescence. Tato skutecnost ma za podminku to, ze excitovany elektron musi
byt ve stejném spinovém stavu, jako byl pred excitaci.

Pokud se spin elektronu 1isi od puvodniho neexcitovaného, potom probihd [SCl ktery
latku dostane do tripletniho stavu s vyssi energii, nez ma stav zakladni a elektronu zmeéni
spin. V pripadé, ze toto neni prvni excitovany tripletni stav, tak stejné jak vyse probiha
IC| aby se latka dostala do prvniho excitovaného tripletniho stavu. Z toho mista se pres jiz
zminénou fosforescenci dostava do zakladniho stavu dané latky Sy a zbytek absorbované
energie se vyzaii elektromagnetickym zarenim.

V prirodé se vyskytuje prevazné fluorescence pro vétsinu molekul s tim, ze doba zivota
fluorescencnich stavi se pohybuje okolo 108 s. Fosforescence na druhou stranu miize trvat
od 10 s az po minuty nebo hodiny. Dalsi moZnost, jak piedat energii, je pfes nezafivé
konverze jako jsou jiz zminovany nebo [C] ale také i srazkové kolize.

3.6.1 Srazkové zhaseni

Srazkové zhaSeni je proces, ktery redukuje intenzitu zéfeni luminiscence [27]. Béhem
srazkového zhaseni se luminofor diky velmi rychlé kolizi s molekulou zhasece () vraci do
svého zakladniho stavu. To je v plynech nebo v roztocich velmi rychlé, molekula nemusi
stihnout podstoupit proces fosforescence nebo fluorescence. Proces srazkového zhaseni
popiseme obrazkem modifikovanym na kolizni srazeni a velmi znamou Stern-Volmerovou
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rovnici |28, Chapter 8]

1 1
I + k@], (3:3)
:““:“
) S— Solvent

Relaxation (107'%)

Sy

Q
v, Jr |Zk th el
1075 l a

Y

Sn

Obrazek 6: Obrazek prevzat z |28]; Jablonského diagram ke srazkovému zhaseni, Xk; vyjadiuje
nezarivé prechody do zdkladniho stavu Sg

kde k, je zhaseci konstanta pro bimolekuldrni systém, 7y je doba Zivota bez zhasece a
[Q] je koncentrace zhasece.

Pro difusi omezeny odhad konstanty k, se za danych podminek (pokud jsou srézejici
se Castice sférické a ve vzdalenosti r, kde r se rovna souc¢tu poloméra obou ¢astic, se sebou
reaguji vzdy) pouziva vyjadreni:

8RT

ky = ——,
31

kde R je konstanta idealniho plynu (R = kN, &~ 8,3145 Jmol ! K'!; kde k je Boltzmannova,

konstanta, N4 je Avogadrova konstanta), 7" je teplota v kelvinech, n je viskozita roztoku.
Pro obecnéjsi popis se pouziva

(3.4)

2RT r,+ 1
kq =

5 o e (3.5)

kde r, a ry, jsou poloméry c¢éastic A a B a d, je ptriblizna hodnota vzdalenosti, kde se ocekava
reakce se 100 % pravdépodobnosti. Redlné se tato konstanta musi urcit experimentalné,
protoze ne vsechny kolize jsou ve zhaseni efektivni.

3.7 Fosforescence singletniho kysliku

Meta-stabilni stav ma tendenci relaxovat zpét do zdkladniho stavu mnohymi procesy.
Rychlostni konstanta k; je obecné definovana jako pravdépodobnost relaxace excitovaného
stavu danym mechanismem za jednotku ¢asu. Casovy vyvoj poétu excitovanych molekul
muzeme pak zapsat jednoduchou rovnici:

dN

== —Nzi: ki (3.6)

Tato rovnice mé exponencialni feseni:
N(t) =exp(—t> ki), (3.7)
i
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kde Y, k; mizeme také napsat jako %, tedy dobu zivota excitovanych stavi, kdy jejich
pocet klesne na 1.

Doba zivota ale také zavisi na koncentracich molekul, které se podileji na relaxacich
(naptiklad zhaSeni skrz kolize molekul, nebo pres ruzné fotochemické procesy a jiné).
Konstanta k; tedy zavisi na koncentracich téchto molekul (zhaseci), tedy v rovnici (3.6])
se objevi nejenom konstanty zavislé na koncentraci zhasect kq,[Q;], ale i konstanty, které
na koncentracich nezavisi.

Zajimame se o kinetiku a samotny [[Og Tripletni stavy izolovaného relaxuji
pres nezafivy nebo zarivy prechod, tedy fosforescenci. K témto mechanismim urcéime
rychlostni konstanty jako ky a kp. Tripletni stavy, jak uz bylo zminéno, se mohou zhaset
pres kolizi s jinymi molekulami, napriklad v biologickém prostiedi. Tomuto procesu pri-
radime konstantu @);. Zhéseni pres molekulu kysliku ma specialni konstantu ka. Kinetika
tripletnich stavi [PS je potom déna jako

d*PS]
dt

kde zavorku muzeme prepsat na

= —(kp + k?N + k?A[O2] + Z in [Qz])[BPS]v (38)

k=kp+ky+ kalOa] + Z ko, Qi) (3.9)

Vystupuji zde linearni zavislosti na koncentracich, coz je ¢asto prepsano do zjednodusené
formy Stern-Volmerovy rovnice

k = ko + kolQ)] (3.10)

Mize se uplatnit mechanismus triplet-triplet anihilace, kdy se navzajem zh&aseji dva tri-
pletni stavy. Diferenciélni rovnice pak nabude tvaru nelinedrniho [29]

d[*PS]
dt

a lze ji Tesit pres Bernoulliho feseni diferencidlnich nelinearnich rovnic

= —(kp + kx + kalO2] + 3" ko, [Qi] + brr [P PSP PS] (3.11)

Y+ f(@)y = g(x)y" (3.12)
To nam d4 fesSeni ve tvaru

1
I(t) = T ,
COA {(k'TT —+ m7>6xp(z) — kTT}

kde ¢y je koncentrace tripletti v éase t = 0 a A = k=% a k je z rovnice , ktera
zde zastupuje dobu zivota bez ovliviiovani se tripletnich stavi navzajem.

[[O,lje generovan fotosenzibilizaci — prenosem energie z *PS (¢len ka[Oy][>PS] v rovnici
. Sam také deexcituje do zékladniho stavu fosforescenci, nezarivé nebo pri zhaseni
zhaseci s prislusnymi rychlostnimi konstantami. V pripadé zanedbatelné triplet-tripletni
anihilace je kinetika luminiscence singletniho kysliku popséna jako konvoluce zanikt
a samotného [[O,] jednou rovnici [29]

(3.13)

k= ky
kde ko popisuje nizsi hodnotu rychlostni konstanty deexcitace bud nebo [[Oy a &y
popisuje tu vyssi.

I(t)

<€—k1t o e—kgt)

, (3.14)
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3.8 Vznik singletniho kysliku procesem fotosenzibilizace

[PS], jakozto nedilnd soucast procesu fotosenzibilizace, je schopen predat dané kvantum
energie kysliku, coz vede ke vzniku jeho singletni formy. Toto kvantum vétsinou ziska od
elektromagnetického zareni vétsinou ve viditelné ¢asti nebo v infra-Cervené ¢asti spektra.

Zakladni singletni stav [PS, ve kterém je vétSina molekul, prijima kvantum energie
hv a prechazi do viceenergetické formy, tzv. [PS¥ Pokud je kvantum energie dostatecné
velké, muze prejit do vyssiho excitovaného stavu, odkud se ale velmi rychle nezarivym
prechodem vrati do prvniho excitovaného stavu. Z [PS¥ ktery mé velmi kratkou dobu
zivota, ma nékolik moznosti prechodu. Prvni moznost je ta, Ze se vrati do svého zakladniho
stavu pomoci fluorescence nebo [Tl Dalsi moznost je prechod do PPS pomoci [SC], ktery
m4 naopak dels{ dobu Zivota (107 s az minuty nebo hodiny) a tedy mé delsi ¢as na reakci s
okolnimi molekulami. PPSl je potom schopny reagovat s molekulou kysliku, predat energii
a uvést ji do reaktivni singletni formy[[Og V ten samy moment se PPSlvréati do zékladniho
singletniho stavu [PS]

Type Il 3
yp 02
hv
PS Energy
transfer
excited
state
()
\b/ﬂ
biomolecule

or substrate

Obrazek 7: Proces fotosenzibilizace je zde vyznaceny plnou ¢arou. prijme kvantum energie
hv a pies BPS se vybudi[[Og] na [ROSE Vinovkami jsou vyznaceny fotoefekty typu I a II, témito
cestami se ni¢i molekuly ve fotodynamické terapii; obrazek prevzany z [30]

Tyto procesy mohou byt oboustranné, a aby tomu tak nebylo, musi kvantum energie
spliiovat energeticka kritéria. Energeticky rozdil mezi stavem PPS a musi byt o néco
vétsi, nez mezi 204 a[lO5) Pokud tomu tak je, proces bude probihat dostate¢né rychle a
k reakci opa¢nym smérem nebude dochézet.
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3.9 Fotodynamicka terapie

Siroké vyuziti pro fotosenzitizéry nabizi fotodynamicka terapie (PDTI), kterd se vy-
uziva nejen k lé¢eni nddorovych onemocnéni, ale i onemocnéni kize nebo o¢i [31]. Tato
metoda vyuziva tii zakladnich slozek pro spravné fungovani, tedy:

o Fotosenzitizér
o Singletni kyslik
e Svétlo

V pripadé nadorovych onemocnéni se fotosenzitizér zavede do téla, kde se vstieba do
vsech bunék. JelikoZz v normalnich bunkach nesetrvava tak dlouho jako v rakovinnych,
cekd se priblizné 24 - 72 hodin, nez se ze zdravych bunék vylouci, aby mohla 1é¢ba
zaCit. Tumor je poté ozaren specifickym svétlem, které doda energii a jeho tripletni
stavy vytvari singletni kyslik nebo volné radikaly, které ni¢i bunky v okoli. Nejenze
a 10y nié krevni cévy v okoli nddoru, diky ¢emuz nddor nemuiiZe ziskdvat Ziviny na své
Siteni, ale také mohou aktivovat imunitni systém, ktery v 1é¢bé s rakovinou pomaha [32].

3.9.1 Fotosenzitizéry

Fotosenzitizéry miizeme rozdélit do tii zédkladnich skupin podle jejich molekularni
struktury:

o Metaloorganické
e Organické
o Nanomaterialy

Metaloorganické se vyznacuji pritomnosti atomu kovu, ktery je chelatovany k mini-
malné jednomu organickému ligandu. Tyto mivaji vétsinou v centru atomy, které maji
zaplnéné hlavné d-orbitaly. Interakce s ligandy spolu s mnozstvim elektronii z d-orbitali
zajistuje excitovanym eleketronim zménu multiplicity pfi ISCL Lze nalézt i déleni podle
prirodnich nebo syntetickych [PSl Prikladem této metaloorganické skupiny je napiiklad
chlorofyl a nebo Tris(2-fenylpyridin)iridium.

CH
Sl CHs

CHs;

CH, CH, CH,

H,C
Obrazek 9: Tris(2-fenylpyridin)iridium

Obrazek 8: chlorofyl a

Organické se skladaji z organickych konjugovanych systému uhlovodiki, které
maji delokalizované elektrony. Diky jejich konjugaci a delokalizovanym elektrontim maji
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tyto systémy mensi energeticky rozdil mezi nejvyssim obsazenym molekularnim orbitalem
jednodussi excitace elektronti. Jejich excitovani do tripletnich stavii je tak mnohem efek-
tivnéjsi a diky tomu jsou skvélé[PSl Do této skupiny muzeme zafadit napriklad bengalskou
¢erven nebo methylenovou modr. Velmi t¢inné schvalené FDA?, které se pouZivaji ve
fotodynamické terapii, jsou také smési porfyrini (hematoporfyrin, protoporfyrin, hydro-
xyethyldeuteroporfyrin), verteporfin a derivity benzoporfyrini [33]

Cl
Cl Cl
/i\i
NaOOC Cl e /@; :Q o
N 5 Y
T CC e &
NaO O (@) Obrazek 11: Methylenova modr

Obrazek 10: Bengalska cerven

Nanomaterialy obsahuji dvé podskupiny:
o Kvantové tecky
o Nanotyce

Materialy s nazvem kvantové tecky, coz jsou nanocasticové anorganické polovodicové
krystaly s dobrou kontrolou nad jejich optickymi a polovodi¢ovymi vlastnostmi. Jejich
velikost se pohybuje v rozmezi od 10 do 50 atoml na jednu hranu krystalu, coz je pti-
blizné 1-10 nm. Jako funguji stejné, jako vyse zminéné 2 skupiny, ale diky jejich vlast-
nostem méame vétsi kontrolu nad riznymi aspekty. Jejich vyznaénymi vlastnostmi jsou
napiiklad maly energeticky rozdil mezi HOMO a LUMO ¢i nerozpustitelnost v mnoha
rozpoustedlech. Nejpouzivanéjsi materialy pro vyrobu kvantovych tecek jsou napriklad
sulfid zine¢naty, sulfid olovnaty, oxid titanic¢ity, kiemik a dalsi.

4Food and Drug Administration
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Obrazek 12: Stejné jak u kvantovych tecek velikost urcuje jejich vlastnosti, stejné tak tyto
vlastnosti urcuje i tvar a délka u zlatych nanotyci. Vyuzivaji se zejména v 1ékarstvi, jako tieba
snimkovani, fototermalni terapie, dodavani 1léku v téle .

Déle existuji tzv. nanotyce, které jsou kvantovym teckam ve svych vlastnostech velmi
podobné. Dokazeme diky jejich materialu a velikosti spravné nastavit absorpéni maximum
béhem jejich procesu syntézy.

Ke generaci singletniho kysliku 1ze vyuzit i tyto zminéné nanomateridly. Mezi znamé
oxidy a generatory singletniho kysliku patii napiiklad TiOy nebo také ZnO. Jako specidlni
materidly se také pouzivaji fullereny, coz je strukturni forma cistého uhliku, kterd v sobé
muze obsahovat i jiny atom, a jejich derivaty. Ke generaci singletniho kysliku za pouziti
rentgenovych paprskii se také pouzivaji napiiklad nanocastice LaF3:Th3" konjugované na
tetrakis(4-karboxyfenyl)porfyrin, nebo ZnO nanocéstice konjugované na tetrakis(o-
aminofenyl)porfyrin [35].

Obrazek 13: Tetrakis(4-karboxyfenyl)porfyrin Obrazek 14: Tetrakis(o-aminofenyl)porfyrin
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4 Materialy

4.1 Koncentrace riboflavinu

Na mikrovize jsme si odmérfili 1,46 mg RE] a rozpustili jsme jej v 19,39ml pufru.
Rozpusténi riboflavinu bylo rychlé. Na promichani jsme pouzili pristroj VERTEX, ktery
vzorek promichal vibracemi a rotaci nddoby za nés. Z vytvoreného vzorku roztoku [RE]
jsme si oddmérili 2ml 200 ntM roztoku, nalili do kyvety a dali pfed detektor aparatury.
V tomto okamziku bylo potieba dodrzovat bezpecnostni opatieni jak pro nas, tak pro
pristroj. Ochranné bryle a vyvarovani se odrazu laseru bylo velmi dulezité. Laser mé
velky vykon, pokud by zasdhl sitnici v oku, mohlo by to mit trvalé nasledky. Stejné tak
jsme si museli dat pozor na presny postup spousténi méreni. Bylo nutné, aby detektor
pristroje byl vzdy zavieny, pokud v mistnosti sviti denni svétlo nebo svétlo z zarovky.
Jelikoz je detektor pristroje velmi citlivy, mohlo by dojit k jeho spaleni.

Po ochrannych krocich jsme mohli spustit prvni méfeni s 2ml 200 pM roztoku [RE] s
nastavenim laseru o excita¢ni vlnové délce A =420 nm. Tuto excitacni délku jsme pouzili
pro vsechna dalsi méfeni. Méreni trvalo priblizné 10 — 15min, kdy jsme béhem této doby
namérili 10 sad dat. Po dokonc¢eni méreni bylo nutné zaviit clonu u detektoru, aby opét
nedoslo k ponic¢eni. Museli jsme namérit dalsi vzorky o slabsich koncentracich, které byly
postupné 100 pM, 50 uM, 20 nM, 10 pM, 5 M, 2 pM, 1 pM. Vytvorit 100 pM roztok nebylo
tézké. Jediné, co stacilo udélat, bylo zredit nas ptivodni 200 pM roztok pufrem v poméru
1:1. Tedy z 2ml 200 pM jsme vypipetovali 1 ml roztoku a pridali 1 ml pufru. Tak jsme
ziskali 100 pM roztok a mohli pokracovat déle v michani 50 pM roztoku, které probihalo
stejné. Roztok 20pM z roztoku 50 pM jsme ziskali tak, ze jsme z 2ml 50 pM roztoku
odebrali % objemové ¢asti a poté doplnili pufrem.

P1i michéni roztokii se dopoustime malé chyby diky nepresnosti pristroje na odméro-
vani — pipety. Jakmile nebudeme vychéazet z ptivodniho roztoku, chyba z hlediska pipeto-
vani a odmeérovani se bude stupnovat. Je tedy lepsi dané roztoky odmérovat z ptivodniho
200 pM roztoku. Tato chyba ovsem neni tak podstatna, pokud si dame zélezet na presném
nastaveni mnozstvi a poc¢tu odpipetovani.

Meétili jsme i ¢isty pufr. U tohoto méreni je zifejmé, ze na pripadné zhaseni nebude
mit vliv [RE] ale jiné mechanismy, napiiklad srdzkové zhaseni rozpoustédlem (viz kapi-
tola . Tyto mechanismy nds z hlediska zkouméani vlivu [RE| zajimaji z toho divodu,
abychom oddélili vlivy okoli a vliv samotné zkoumané latky. Protoze singletni kyslik v
nepritomnosti [RE nevznikd, miZeme méfeni sady I prohlasit za pozadi. Toto pozadi poté
budeme odecitat z namérenych dat.

4.2 Azid sodny v roztoku RF

Kvili schopnosti zhéset [36] byl pouzit azid sodny (NaNj)). Této vlastnosti vyuzi-
jeme v pritazeni konstant ¢,7" v rovnici [6.2] NaNj se vyskytuje v podobé bilého prasku
bez zdpachu, ktery je, jak je zminéno v tabulce [I| niZe, rozpustny ve vodé a vysoce toxicky
[37]. Je potfeba s nim zachazet velmi opatrné.

Tabulka 1: Fyzikalni vlastnosti NaNg

Molarni hmotnost 65,010 g-mol™
Hustota 1,846 g-cm™
Rozpustnost ve vodé (pii 20°C) | 40,8 g/100 ml
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Rozpusténim 28,47 mg v 4,38 ml pufru jsme si ptripravili zdsobu 100 mM roztoku azidu
sodného. Do 2ml 50 pM roztoku [RE] jsme pridévali postupné po 21l 100 mM roztoku azidu
sodného a kazdou sadu zmérili. Vytvorili jsme si 3 sady vzorkt o koncentracich 0,1 mM,
0,2mM a 0,3mM NaNs.

4.3 Riboflavin rozpustény v tézké vodé

Molekula vody, kde misto vodiku je deuterium D, se nazyva tézkd voda (D20]). Deu-
terium je vodik s jednim neutronem navic, tedy 2H = D. D,O m4 jiné fyzikalni vlastnosti
nez voda normalni [38], coz ndm pozdéji pomuZe rozhodnout a rozlisit konstanty v rovnici
6.2

Tabulka 2: Fyzikalni vlastnosti tézké vody

] Vlastnost H D;O \ H,O \
Molarni hmotnost || 20,028 g/mol | 18,015 g/mol
Teplota tuhnuti 3,82°C 0,0°C
Teplota tani 101,4°C 100,0°C
Maximélni hustota || 1,106 g/ml 0,998 g/ml
pH (pri 25°C) 7.44 7.0
Index lomu 1.328 1.333

Vzorek jsme pripravili pomoci zdkladniho 200 pM vzorku [RE, ktery jsme v poméru
3:1 naredili D,O. Tim jsme ziskali 50 tM vzorek rozpustény v smeési tézké vody a
lehké vody. Hlavni divod vybéru D,O je ten, zZe v jeji pritomnosti nedochazi ke zhaseni
singletniho kysliku tak Géinné a jeho doba zivota se prodluzuje [39, Chapter IV] z 3,1 ps
ve vodném roztoku az na 68 ns v roztoku tézké vody.

V ¢lanku [39, Chapter II1] se pise o tom, Zze kromé oxidovatelnosti, energii tripletniho
stavu, teploty a tlaku ma na generaci singletniho kysliku také vliv struktura, prostorovy
tvar, elektrickd konfigurace a dokonce také polarita rozpoustédla. Z divodu vétsi hmot-
nosti deuteria se méni cela rada vlastnosti tézké vody. Méni se ale také i vzdalenosti
intramolekularnich vazeb, stejné tak jako intermolekularnich vazeb vodikovych miistkt
[40], které jsou o par % v D2O delsi. Méni se také vodivost [41], kterd je pro tézkou vodu
mensi, a polarita je pro D;O taktéz mensi. Ten hlavni diivod je nejspise nasobek energie
vibra¢nich piechodt, ktery je v rezonanci s 1Oy pro HyO. Tuto vlastnost ale D,O nem4, a
tedy [[Oy] bude zhéaset hiife. Tyto skuteénosti nam dovoli s jistotou iici, zda-li t nebo T' v
rovnici je doba zivota singletniho kysliku, proto vyuzijeme jako rozpoustédlo i D5O.
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5 Experimentalni usporadani

5.1 Aparatura

Celd aparatura je vyobrazena na obrazku [I5] a skladd se z téchto ¢asti:
o laser EKSPLA NT242

o 2x opticky filtr RG7

« monochromator Jobin YVON H20IR

« infracerveny fotonasobi¢ Hamamatsu R9905

o predzesilovac

o casove rozliseny ¢ita¢ Becker&Hickl MSA 300

lLNz
PM
12

MSA 300 T]

EKSPLA NT242

Obréazek 15: Experimentdlni usporadani pro méreni zhdseni singletniho kysliku v roztoku [REL
Soustava se skladd z EKSPLA NT242 laseru, T: Trigerovaci PIN fotodioda MSA 300: ¢asové
rozliSeny ¢ita¢, P: predzesilovac, PM: fotonasobi¢ Hamamatsu R9905, H.20: monochrométor
Jobin YVON H20IR, F: dlouhovinné filtry, C: kyveta se vzorkem [RF, LNy: Chlazeni tekutym
dusikem

5.1.1 Laser EKSPLA NT242

Laser série NT242 se pouziva k vytvareni kratkych pulst na Siroké bazi vinovych délek
s frekvenci opakovani 1 kHz . To nam dovoli zmérit mnoho signalt za kratky cas. Da se
jednoduse ovladat pies pocitac, pokud je vybaveny specifickymi ovlada¢i LabVIEW™,
Diky svym vlastnostem je to vyborny néstroj pro laboratorni aplikace, jako je treba
fotobiologie, nebo fluorescence latek.

5.1.2 Opticky filtr RG7

Optické filtry se fadi do dvou skupin. Do prvni skupiny patii filtry, které absorbuji
urc¢ity rozsah vlnovych délek, do druhé patii ty, které se zaklddaji na dichroickych nebo
interferen¢nich filtrech (zesilovani ¢i zeslabovani urcitych vinovych délek).
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Nase filtry SCHOTT RG7 se nachézeji za luminiskujicim vzorkem a jejich umisténi je
z diivodu, aby zeslabovaly rozptylené excita¢ni zareni a fluorescenci samotného [REL Tyto
signaly jsou silnéjsi (o nékolik Fadu), nez luminiscence singletniho kysliku, kterou chceme
merit, tedy je potieba se toho zbavit pomoci filtri. Kromé prekryti dat by tyto signély
mohly poskodit i detektor.

5.1.3 Monochromator Jobin YVON H20IR

Monochroméatory jsou pristroje, které propoustéji zvolenou tzkou c¢ast spektra. V
tomto experimentu jsme mérili spektrum na vlnové délce 1274nm, kde lezi maximum
emise singletniho kysliku ve vodé [43].

Photonenergie [eV]
104 101 098 095 092

12 ¢

Signal [a.w.]

L e B

92000 120 1300 1350
Wavelangth [nm]

Obrazek 16: Luminiscenc¢ni signél singletniho kysliku generovaného 50 pM roztokem [RE] v
zévislosti na vlnové délce; prevzato z [43]

5.1.4 Infracerveny fotonasobi¢ Hamamatsu R9905

Tato ¢ast aparatury je schopna detekovat i velmi slabé elektromagnetiké signaly. Fun-
govani fotonasobice je zalozeno na vnéjsim fotoelektrickém efektu a multiplikaci naboje
pres sekunddrni emise elektroni [44]. Energie dopadajicich fotont je rozdélena mezi ki-
netickou energii vyrazeného fotonu a energii, ktera je potiebna k vyrazeni elektronu z
materidlu. Z této skutecnosti vyplyva, ze dopadajici foton musi mit urcitou energii, aby
fotoelektricky jev viibec nastal.

Prichazejici fotony interaguji s materidlem fotokatody. Nastava fotoelektricky efekt,
ktery vyrazi elektrony. Ty jsou urychleny napétim z dalsi elektrody, tzv. dynody, na kterou
dopadnou. Tam se diky sekundarni emisi vyrazi mnohem vice elektronti, které pokracuji
k dalsi dynodé. Po nékolikandsobném zesileni elektrony dopadaji na anodu a dochéazi k
zesileni prvotniho signalu.
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Obrazek 17: Schéma obecného fungovéani fotonasobice, prevzato a upraveno z [45]

Nas fotondsobi¢ vyuziva jevu, kdy jsou pomoci elektrického pole a specialni polo-
vodicové katody (InP/InGaAsP) hladiny vale¢niho a vodivostniho pésu ohnuty tak, aby
vystupni prace byla dostatecné nizka, a my proto mohli detekovat fotony delsich vinovych
délek. Zde se vyskytuje problém, ze témto vinovym délkam odpovidaji tak malé vystupni
prace, ze za bézné pokojové teploty se budou vyrazet tepelnym pohybem elektrony z ma-
terialu, které navic nebudou rozlisitelné od téch vyrazenych fotoefektem. Tak obrovské
mnozstvi vyrazenych elektronti by zptsobilo vysoky temny proud, ktery by prehtival a
poskodil fotonasobic¢. Je nutné proto tento fotonasobi¢ chladit na ptijatelnou teplotni tro-
ven (v nasem piipadé —80°C). Zchlazeni fotondsobice tekutym dusikem trvalo zhruba 3
hodiny.

5.1.5 Predzesilova¢ Becker and Hickl HFAC—-26

Signal z fotonasobice je ale porad velmi slaby, proto je nutné ho pred zpracovanim
Citacem zesilit.

5.1.6 Casové rozliSeny &ita¢ Becker and Hickl MSA 300

Citac slouzi k ¢tani jednotlivych fotont, nebo jinych rychlych jevii. Diky jeho velké
opakovaci frekvenci je tento pristroj uzitecny v mnoha odvétvich. Ma ¢asové rozliseni 5 ns
na jeden kandl [46].

5.2 Nastaveni aparatury

K meéreni jsme potrebovali spravné nastavit laser, ktery diky energii vysilanych fo-
tonl excitoval nase ¢astice ve vzorku. Energii laserovych pulst jsme nastavili na 10pJ a
excitacni vlnovou délku jsme nastavili na 420 nm.

Po nastaveni experimentalniho usporadani bylo nutné nastavit pocet méreni. Pokazdé
jsme meérili 100 000 opakovani na jednu sadu dat a celkové jsme namérili 10 sad méreni
pro kazdou koncentraci [REl Z tohoto datového vzorku muzeme usoudit, jak se riboflavin
chovd, ¢i jaky ma vliv na zhéaseni singletniho kysliku. OvSem pro blizsi specifikaci casu t
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a T z rovnice [6.2] je potfeba promérit i jiné sady, které zahrnuji NaN3, DoO nebo zménu
koncentrace rozpusténého kysliku.

5.3 Meéreni absorpcniho spektra

V této praci bylo zméreno absorpc¢ni spektrum riboflavinu. To bylo provedeno na
dvoupaprskovém absorpcnim spektrometru SPECORD 250 od firmy Analytik Jena.

08 I
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Obréazek 18: Absorpéni spektrum 50 pM roztoku [RE]

22



6 Vysledky meéreni

6.1 Meéreni absorpce riboflavinu

V prvni éasti jsme méfili zavislost absorpce na kazdé z pouzitych koncentraci [REL
Timto mérenim zjistime, zda riboflavin neagreguje pti danych koncentracich a neovliviuje
se tim zhaseni (O, Typické absorpéni spektrum lze vidét na obrazku ¢. [19]
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Vinova délka Alnm]

Obrazek 19: Absorpéni spektrum 200 pM roztoku [RE]

Toto absorpéni spektrum se sklada ze 4 past s maximy na vinovych délkach A\;y=223 nm,
Ao=266 nm, A\3=374nm a \;=446nm a velmi dobte se shoduje s absorpénim spektrem,
které namérili v ¢lanku |11] (obrazek ¢. [3)).

Tato namérend spektra jsme déle zpracovavali. V zdvislosti na koncentraci [RE] v roz-
tocich jsme vynesli hodnoty jejich absorpce pro jednu vlnovou délku A =420 nm do grafu
a fitovali rovnici 6.1l Pro toto A a rovnici:

f(z) =ax (6.1)

mame fit funkce (graf ¢. s ¢lenem rovnym a =(4,77 4+ 0,05)-1073 I-mol*. Pro
vlnovou délku A =450 nm jsme ziskali parametr a =(6,32 & 0,07) -10 l-mol! (graf ¢[45]
k tomuto fitu v priloze). Lze vidét, ze absorpce na koncentraci zavisi linedrné s malou
chybou. To znamen4, Ze [RE] neagreguje v proméieném intervalu koncentraci.
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Obrazek 20: Linearni zavislost absorpce na koncentraci[RE v roztoku na excita¢ni vlnové délce
A =420 nm

6.2 Zavislost kinetik luminiscence singletniho kysliku na kon-
centraci RF

V druhé ¢sti musime zméfit zavislost doby Zivotti tripletnich stavi [RE] a [fO4 na
koncentracich [REl VSechna naméfend data budeme fitovat funkei [6.2] kterd zastupuje

rovnici [3.14],

Flz)=A-(eT —eT)+c, (6.2)

kde t a T zastupuji doby Zivota [[Oy a tripletit REl a ¢ zde zastupuje roli pozadi. V
tento moment nelze tict, kterd z dob zZivota prislusi kterému excitovanému stavu. Lze jen
fici, ze konstanta T by meéla byt mensi, nez konstanta ¢. Dvé exponencialy v rovnici |6.2
budou dévat vysledek, ktery nam fekne, kolik bylo detekef luminiscence [fO4 v daném case.
Vystupuji v ni dvé &asti. Jedna je zodpovédna za zhaseni[[Oga druha za zhaSeni samotného
tripletniho stavu [REL Konstanta ¢ zde hraje roli opravnou. Pfistroj totiz nezaznamenava
jenom fotonové signaly z naseho vzorku, objevuje se i signdl pozadi. Je to nahodny sSum,
ktery se v detektoru objevuje a ktery v nasem méreni nechceme. Potfebujeme pouze ¢isty
signél z naseho vzorku. Uroveli pozadi lze uré¢it bud z ¢sti kinetiky, kde jiz signdl O,
klesl k nule, nebo z méreni ¢istého pufru.
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T T 20 T T T T
Naméfena data Naméfena data

fitovaci funkce 6.2 fitovaci funkce 6.2

pocet detekel
pocet detekcl

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

tas [us]

tas [us]

Obrazek 21: Sada A, méfeni 7; 200 pM Obrazek 22: Sada B, méfeni 3; 100 pM
roztok R roztok [RE]

Fitovani probihalo pomoci programu GNUPLOT, ve kterém byl vyuzit kod, ktery je
sepsan v priloze i s popisky. Diky tomuto kédu jsme byli schopni béhem relativné kratké
doby najit pro vSechna méteni u vSech sad ptiblizné hodnoty hledanych koeficientt A, ¢, T

Nejdifve jsme si zméfili zavislost doby Zivota kinetiky [[O,] na koncentraci REL Méli
jsme celkem 9 sad (A-I) po deseti méfenich (viz tab. [3). V prvnim kroku bylo potfeba
si nafitovat pozadi, které jsme mohli jednoduse ziskat ze sady I, kde je nulova koncent-
race RE a z fitovani této sady konstantni hodnotou. Konstanta tohoto pozadi je rovna
¢ =(15,29 £ 0,90) -1072 a vyuZijeme ji k fitovani ostatnich sad, kam uZ zaddme fixni hod-
notu ¢ v rovnici . Lze opravdu vidét, ze vliv pritomnosti [RE| v predposledni sadé (graf
C. uz skoro vymizel a v sadé I (graf ¢. lze pozorovat jen signaly z pozadi, kterym
se v méreni chceme vyhnout.

I Naméfena tI:Iata I ' I Naméfena aata
fitovaci funkce 6.2 ] konstanta ¢ = 0.1529

poéet detekei
pocet detekci

0 10 20 k] 40 50 0 10 20 30 40
¢as [us] ¢as [ps]

|
5

Obrazek 23: Sada H, méreni 5; 1 pM roz- Obrazek 24: Sada I, méteni 4; 0 pM roztok
tok RE] RE]

Fitovani vsech sad probihalo az od 0,04 ps, protoze do té doby jsme zachytavali pouze
nechténé signaly z rozptyleného laseru. Nafitované konstanty A,t,T z kazdého méreni
jednotlivych sad jsme zprumérovali a vytvorili tabulku[3] Z té 1ze snadno vy¢ist, ze zatimco
doba T se se vzrustajici koncentraci [RE| neméni, doba ¢ roste (viz. obrazek ¢. . Bylo
dilezité spravné odhadnout pocatecni hodnoty konstant A,¢ a T pro nizsi koncentrace
RE] fitovani funkce by bez toho nemuselo zkonvergovat ke spravnym hodnotdm. Proto
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bylo dobré pribézné sledovat hodnoty konstant A, ¢ a T u méfeni s vy3${ koncentraci [RE],
sledovat jejich zménu a tuto zménu aplikovat na fit v dalsi sadé.

Tabulka 3: Nafitované hodnoty parametru rovnice pro vSechny sady méreni s [RE] rozpus-
ténym v pufru

’ Sada \ Koncentrace RF H A \ oA \ t[ps] \ o¢[ps] \ Tns] \ or|ps] ‘

A 200 tM 21,71 | 227 | 5,78 023 | 253 | 0,12
B 100 pM 20,22 | 3,06 | 562 | 028 | 2,75 | 0,26
C 50 nM 27,10 9,77 | 4,75 | 0,35 | 2,86 0,24
D 20 pM 1835 | 858 | 4,29 | 0,38 | 2,57 0,26
E 10 pM 14,27 | 16,57 | 3,86 | 0,55 2,45 0,41
F 5 M 10,49 | 28,98 | 3,57 | 0,98 2,47 0,79
aQ 2 M 6,36 | 43,48 | 3,09 | 2,15 | 246 | 1,84
H 1M 579 | 178,62 | 2,77 | 543 | 2,44 | 5,00
I 0pM - - ; - - -

Obréazek ¢. [25|ukazuje naméfenou kinetiku luminiscence 'Oy roztoku [RE] o koncentraci
200 1M spolu s fitovaci funkei . Pfi niz$ich koncentracich byl signal luminiscence *O,
oproti pozadi vyrazné slabsi, a proto bylo fitovani méné spolehlivé. To je zndzornéno na
obrazku ¢. , kde je signal luminiscence 1O, s pifslusnou nafitovanou funkei pro roztok
[RE o koncentraci 2 M.

I Naméfena Idata | | : : ' Naméfena Idata
fitovaci funkce 6.2 fitovaci funkce 6.2

pocet detekci
pocet detekei

0 10 20 30 40 50 0 10 20 a0 40 50
tas [us] Cas [us]

Obrazek 25: Sada A, méfeni 7; 200nM Obrazek 26: Sada G, méfeni 6; 2 pM roz-
roztok [RE] tok RE]

Pokud si vyneseme jednotlivé doby Zivota pro [[Og] a tripletni stavy [REl do grafu, lze
vidét, ze se zvysujici se koncentraci se doba T' v ramci chyby neméni, ale doba t se zvysuje.
Ze zavislosti samotné nelze uréit, kterd doba patfila dobé Zivota 'O, a kterd naopak dobé
zivota tripletnich stavi [RE], proto bylo nutné provést dalsi méfeni.

5Sadu I jsme fitovali konstantni hodnotou, nafitovat ji rovnici nebylo mozné
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Obrazek 27: Srovnani dob zivota t, T v zavislosti na molarité roztoku RF

6.3 Vliv ¢astecné izotopické zamény vody na kinetiky emise sin-
gletniho kysliku

Dle informaci v podkapitole vime, Ze D,O nemé takovou schopnost 'Oy zhaSet. To
uz nam napovida, jestli t nebo T je pravé ona doba zivota [[Og]

V nésledujici tabulce jsou uvedeny hodnoty rychlostnich konstant luminiscence [[Oy)
které jsme mérili pro riboflavin rozpustény ve vodé a v D, O. Zkoumame zde vliv izotopické
zamény lehké vody za tézkou.

Tabulka 4: Srovndni nafitovanych parametri pro t¥i sady C, J, a N pro[RF rozpustény ve vodé
a sadu P, kde je vzorek [RF] rozpustény v DoO

| Sada | Koncentrace REI || A | o4 | t[us] | oufns] | Tns] | op[ps] |

C 50 tM )® 2710 [ 9,77 | 4,75 | 0,35 | 2,86 | 0,24
J 501M ) 24,48 | 7,23 | 495 | 032 | 2,82 | 021
N 50 M ) 1743 | 765 | 4,59 | 0,37 | 2,63 | 0,25
P 50pM v DO || 13,73 1 0,19 | 12,84 | 0,13 | 2,95 | 0,05

Obrézky [28 a 29} ze RF rozpustény v DoO mé az nékolikrat delsi dobu ¢ oproti [RE
rozpusténého ve vodé. Doba T se oproti tomu v rdamci chyby nezménila. To je dilezita
informace, protoze ted miZeme s jistotou ¥ict, ze doba t je doba Zivota [[O4] a doba T je
tedy doba Zivota tripletniho stavu [REl

67) = rozpusténo v pufru
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r:laméfené data p'ro 50uM roztok hF rozpuéténéhc; vHO
fitovaci funkce

i Naméfena dat'a pro 50uM roztclnk RF rozpuétén\‘('v D20
fitovaci funkce

pocet detekei
=
potet detekei

T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

¢as [uM] ¢as [uM]
Obrazek 28: Sada P, méfeni 1; R roz- Obrazek 29: Sada C, méfeni 6; 50 pM roz-
pustény v tézké vodé - 50 uM roztok tok RE] v pufru (lehké voda)

6.4 VIiv vyssi koncentrace rozpusténého kysliku v roztoku

Vyssi koncentrace Oy v roztoku [RE zptisobila, Ze doba T se vyrazné zkratila (viz ¢lanek
[47]) a doba t se zkratila priblizné o 30 % oproti priméru doby ¢ v saddch C, J a N (viz
tab. . Mzeme to pozorovat na mnohem vyssim a uzsim peaku v grafu ¢. |30|oproti grafu

¢. Bl

Tabulka 5: Srovnani nafitovanych parametra pro t¥i sady méreni C, J, a N pro 50 pM roztok
[RE rozpustény v pufru a sadu O, kde je vzorek v pufru navic probublany kyslikem Oo

| Sada | Koncentrace O, | A | o4 | tlps] | oy[ps] | Tps] | or[ps] |

C 0,28 mM 27,10 [ 9,77 | 4,75 | 0,35 | 2,86 | 0,24
J 0,28 mM 24,48 | 7,23 1 495 | 0,32 | 2,82 | 0,21
N 0,28 mM 17,43 | 7,65 | 4,59 | 0,37 | 2,63 | 0,25
0 1,4mM 13,13 | 0,24 | 3,64 | 0,06 | 0,61 | 0,02

Diky témto hodnotam budeme navic schopni urcit zhaseci konstantu podle Stern-
Volmerovy rovnice. Podle knihy je koncentrace kysliku ve vzorku saturovaného vzdu-
chem 0,28 mmol-I't a 1,4mmol-I"! ve vzorku, ktery je saturovany ¢istym kyslikem O,. My
jsme roztok [RF] probubldvali kyslikem zhruba 20 minut. Z téchto dat lze urcit zhdseci
konstantu pomoci uziti rovnice na ziskana data. Ziskané body pro koncentraci kys-
liku v roztoku saturovaném vzduchem zprimérované ze sad C,J a N a kyslikem byly
pouzity pro ziskdni koeficient rovnice [3.3] ZhésSeci konstanta se zde rovnd koo r =
(1,14 £ 0,23) -10°1-mol !'s! a pFirozend doba Zivota triplett pii nulové koncentraci volnych
molekul Oy vysla to = (24,14 +0,01) ps.
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20

! Naméfena dat'a pro 50pM rozték RF rozpuétény!r vHO
fitovaci funkce

20

Naméfena data; pro 50ui rnztnklRF rozpustény VIHZO, probublany kysl\'kem
fitovaci funkce

t detekei

potet detekei
pode

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
éas [uM] ¢as [uM]
Obrazek 30: Sada O, méreni 4; 50 pM roz- Obrazek 31: Sada J, méreni 8; 50 uM roz-
tok [RE] probubldvany kyslikem tok [RE] v rovnovéze se vzduchem

6.5 VIiv azidu sodného na doby zivota kinetiky emise singlet-
niho kysliku

Namérena data pro smes 50uM roztoku RF a 0.3mM roztoku NaN;

Naméfena data pro 50pM roztok RF ruzpuétém‘ﬁ vHO
fitovaci funkce

fitovaci funkce

t detekei

potet detekel
poée

2

L LI
0 1

0 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

&as [uM] ¢as [uM]

Obrazek 32: Sada N, méfeni 10; 50 pM Obrazek 33: Sada M, méfeni 3; smés
roztok [RE] bez NaN3 50 pM roztoku [REFa 0,3 mM roztloku NaN3

Tabulka ¢. |§| ukazuje doby zivota [[O4] a tripletnich stavii [RE pro vzorky, kam jsme
pridavali zhase¢ NaNj. Ten by mél podle ¢lanku zhaget [[Oy] a zkracovat tak jeho
dobu zivota, tedy dobu zivota t. V tabulce 1ze toto pozorovat. Skutecné se vzrustajici
koncentraci NaNj se zkracuje doba t. Navic se zkracuje i doba T'. Lze vidét na grafech [33]
a[42], ze pro vyssi koncentraci NaNj je peak v datech uzsi a trochu mensi.
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Tabulka 6: Srovnani nafitovanych parametrii pro 50 pM roztok [RE] rozpusteny ve vodé HyO s

pridanym NaNj3

’ Sada \ Koncentrace NaNs H A

| oa | t[ns] [ ou[ns] | Tlus] | orns] |

C 0mM 2710 [ 9,77 [ 475 | 0,35 | 2,86 | 0,24
J 0mM 2448 | 7,23 1495 | 0,32 | 2,82 | 0,21
N 0mM 17,43 | 7,65 | 4,59 | 0,37 | 2,63 | 0,25
K 0,1mM 15,48 1291 | 3,48 | 0,19 | 1,69 | 0,11
L 0,2mM 9,95 | 1,13 2,92 | 0,14 | 1,13 | 0,07
M 0,3mM 587 | 0,44 | 2,59 | 0,11 | 0,75 | 0,05
1.6 T T T T T T T T
Maméfenad data pro dobu t —+—
1.4 | Maméfena data pro dobu T F—— . % -
) fit - (3} = knanqt ™% + fo -
— fit - () = Kyansr™ + Tp
% 0.8 - : % a
3
2 s ¥ :
£ . .
0.2 |- = : =
0 I 1 1 1 I I I 1
-0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

koncentrace Malls - c [mmol*I ']

Obrazek 34: Fitovani naméfenych dat pro kinetiku funkei f(x) = knan,-c+to’, kde knan, za-
stupuje zhageci konstantu excitovanych stavii RFla 'Og kyslikem, ¢ zastupuje koncentraci NaN3
v roztoku a tg zastupuje pfevracenou piirozenou dobu Zivota excitovanych stavii [RE]

Urcili jsme zhéseci konstantu[[Oga tripletnich stavi azidem sodnym. Po nafitovani
dat funkei [3.3| bylo zjisténo, Ze azid sodny skutecné velice dobte zhasi [[Oy podle konstanty
knang: = (5,83 4 0,57) -10% I-mol'st. Zh4si ale také i tripletni stavy [REF] ¢emuZ byla urcena
konstanta kyan,r = (3,25 £ 0,27) -10° I-mol s,

Ze viech nyni dostupnych informaci mfizeme fict, Ze doba t patii dobé Zivota [[O4] a
doba T pati{ dobé Zivota tripletnich stavii
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7 Diskuze vysledki

Experiment mél za tkol uréit, jaky vliv ma riboflavin na produkei a zhageni [[O,)
Tato problematika se vysykytuje v bunéénych metabolismech a ma vliv na cely lidsky
organismus. Vliv vitaminu B2 ovliviiuje nase zdravi a je dilezité o ném védét co nejvice.
Proto je tato prace zamérena na pochopeni celého procesu produkce a zhaseni reaktivni
formy kysliku.

V prvni ¢4sti jsme mérili absorpéni spektrum pro 1 pM az 200 pM roztoky [RF v pufru.
Tvar spektra a polohy absorpcénich pasi odpovidaji datim z ¢lanka [11] nebo [49]. Graf
ukazuje, ze [RE] dobfe absorbuje zafeni ve vlnovych délkach od 210 nm do 280 nm, kde
se objevuji 2 absorpcéni pasma. S mensi absorpci se vyskytuji dalsi 2 absorpéni pasma
mezi 350 nm aZz 460 nm. Vynesend linedrni zdvislost absorbance [RE| na vinovych délkach
420nm a 450 nm zavisi na jeho koncentraci linedrné. To znamend, ze riboflavin v roztoku
neagreguje, a neovliviiuje se tim proces produkce a zhaseni [fO4}

[RE] je v téle vyuzivany pro mnoho procest a funkei. V préaci [50] se pojednéva o jeho
antioxidativnich ti¢incich nebo napomahani antioxidaci pres glutathionovy redoxni cyklus.
To znamend, ze [RE] by mohl i t¢inné snizovat dobu ¢ v nasich mérenich, ale neni tomu
tak. Z hodnot v tabulce [3] je jasné, Ze se zvysujici se koncentraci [RE] tato doba stoupd a
zdé se, 7e v roztoku tohoto vitaminu B2 rozpusténého v pufru se koncentrace [[O4 naopak
zvysuje. RE napomahd [[Og] v jeho deldim trvani Zivota. V ¢lanku [51] se pise, Ze jeho
vlastnosti mohou zaviset i na okolnich biologickych slouceninach. My zkoumame c¢isté
jen roztok [RF] a nezda se, Ze by vzhledem ke zhageni [[O,] néjaké antioxidativni téinky
mél. Spise naopak. Riboflavin [fO4] se napoméhé udrzet v excitovaném stavu a nevratit
se do 33,". OvSem doba zivota jeho tripletnich stavii zistdvd pomérné néménna. Zjistil
jsem také (graf ¢. , Ze pri méfenych koncentracich [RE| neagreguje a po celou dobu je
rovnomérné rozsifeny v celém objemu roztoku. Pro 50 pM roztok [RF] a vysledkem doby
zivota [[Oy] t= (3,86 % 0,55) s se dobie shodujeme s praci [52, chapter 3.1], kde naméfili
t= (3,86 % 0,04) s pro stejnou koncentraci [RFl

Riboflavin jsme ¢astecné rozpoustéli i v D,O, ¢imz by mélo nastat prodlouzeni doby
zivota [[O4] protoze D,O nezhési [[O4] tak dobie jako oby¢ejnd voda, a zarovei nenastéavat
ovlivnéni doby zivota tripletu riboflavinu. Na sadé P (srov. obrazek é a obr. ¢.
lze vidét, ze DyO vyrazné prodluzuje dobu zivota ¢ a zéroven neméni dobu 7' (v ramci
chyby - tabulka é. To je zpiisobeno rozdilnymi vlastnostmi D,O a H,O, jak bylo zmi-
néno v podkapitole V préci [53] se zamé&Ffuji na méfeni doby zivota [[Og v 100 pM
roztoku [REl Naméfili dobu zivota [[O] t=(3,56 £ 0,09) ps pro [RE] rozpustény ve vodé a
t=(12,90 & 0,06) ps pro RE rozpustény ve smési DoO a H,O v poméru 3:1 s excitacni
vlnovou délkou 370 nm. My jsme mérili roztok 50 pM [RE] rozpustény v D,O a H,O v
poméru 3:1 s excitaéni vinovou délkou laserovych pulstt 420 nm, kde ndm doba [[O4 vysla
na t=(12,84 4+ 0,13) ps. Rozdil pro dobu kysliku v jejich 100 pM vzorku a v nasem 100 pM
vzorku je nejspise zptisoben mensi excitacni vlnovou délkou laserovych pulst, kde ma [RE]
nizsi absorpci (viz. graf ¢. . Napomuze tomu i jejich probublani vzorku kyslikem po
dobu 4 minut, coz zkrati dobu zivota[fOy] (tab. . Délka zivota[[Oy] v ¢dstetné zaménéném
rozpoustédle za D,O se nam shoduje v ramci chyby, pokud zvazime probublani kyslikem
a véts! koncentraci [REL Tyto efekty by se mohly ve zménach doby Zivota [[O4] vyrovnat.

Provedli jsme dalsi mé&feni, kdy jsme vzorek 50 pM roztoku [RE| probublavali kyslikem
a porovnavali se vzorkem saturovanym vzduchem. Jak jiz bylo zminéno v podkapitole
6.3 vyssi koncentrace kysliku mé za nésledek rychlejsi zhaSeni tripletnich stavi REL Pro-
vadeli jsme méreni s roztokem saturovanym ze vzduchu, kdy koncentrace kysliku v ném
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je podle knihy [48] 0,28 mmol-I'!, a s roztokem, ktery jsme probubldvali ¢istym kyslikem
po dobu 20 minut, kdy je koncentrace 1,4mmol-I"'. Dostali jsme priimérnou hodnotu
t=(4,76 £ 0,35) ps pro vzorky saturované vzduchem, zatimco v ¢lanku [54] namérili, ze
doba Zivota [[Oy] je na koncentraci Oy v 50 pM roztoku [RF] nezévisla (v rozsahu koncent-
raci 10 pM - 280 uM rozpusténého kysliku) a ma hodnotu ¢t=(3,2 + 6,2) us. Zde ale nebyl
nalezeny clanek s experimentalni hodnotou ¢, ktery by mél stejné podminky méteni a
stejny méreny vzorek. Rozdil mtze byt zptusobeny opét odlisSnou excita¢ni vinovou dél-
kou, kterd v piipadé prace [54] byla 355 nm. V kyslikem saturovaném 50 pM roztoku [REF]
jsme naméiili dobu [fOy] t=(3,64 & 0,06) ps. Zkracovani doby [[Oy] neni zcela jasné. Mize
se uplatiiovat emise dimolu, kdy 2 Oy vytvoif jeden kyslik v zakladnim stavu 32; a
jeden excitovany v tripletnim stavu IE;. Mize se taky uplatnit kyslikem senzitizovana
zpozdéna fluorescence, kdy [[O4] s molekulou PPS| vytvoif kyslik v zakladnim stavu 329_ a
singletni excitovany stav [RF [55, chapter 28].

Nakonec jsme priddvali malé mnozstvi NaN3z do 50 pM roztoku [RE], kdy by mélo nasté-
vat zhaseni [[O4] a zaroven nenastévat zhaseni tripletniho stavu riboflavinu. Na nafitova-
nych datech ze sady M (srov. obr. é. a obr. ¢. lze ale vidét, ze NaNj zkracuje nejenom
dobu zivota [[O4] ale také zkracuje dobu Zivota tripletnich stavii RF (viz. tabulka é@
Mechanismy, které jsou za to odpovédné, nejsou presné znamy. Moznost zhaseni triplet
[RE] azidem sodnym byla publikovana v ¢lancich [56] a [57], ale bez blizstho vysvétleni.
Co se tyce doby [[Oy) tak se relativné dobfe shodujeme s praci [58], kde pfidavali 500 pM
azidu sodného do 50 pM roztoku [REl Pfi excita¢ni vinové délce laseru 355 nm namérili
hodnotu t=(1,8 + 0,5) ps, zatimco my jsme v 300 M roztoku azidu sodného namérili cas
t=(2,59 £ 0,11) ps. Pokud bychom s koncentraci pokracovali az do 500 pM, mtizeme extra-
polaci zjistit, Ze bychom dosahli hodnoty (1,99 & 0,14) s, coz se v ramci chyby zhoduje.

8 Zaver

Zméiili jsme zavislost kinetiky luminescence [[O4] v roztocich riboflavinu o koncent-
racich 1M az 200 uM. Bylo zjisténo, Ze se [RE] chova jako fotosenzibilizator [[Og} Doby
zivota tripletnich stavii [RE| se pohybovaly okolo (2,65 4+ 0,21) us a byly na koncentraci
RE] v rdmci chyby nezévislé. Konkrétné pro vSechna méreni 50 pM koncentraci roztoku
[REl vysly doby Zivota tripletnich stavii [RE] primérné na (2,77 #+ 0,23) ps. Doby Zivota[LOy
se zvySovaly s rostouci koncentraci od (2,77 4 5,43) ps po (5,78 £ 0,23) ps. To ukazuje, ze
REI[[O4] nezhasi, naopak jeho zhaSeni brani.

Pii zaméné HyO za[Dy0]doslo k prodlouzeni Zivota[lOg) zatimco doba Zivota tripletnich
stavii [RE se v rdmci chyby nezménila. Dale bylo zjisténo, Ze NaN3 zh4si nejen singletni
kyslik se zhaSeci konstantou (5,83 & 0,57) -10%1-mol-'s™!, ale i tripletni stavy [RE se zhdseci
konstantou (3,25 & 0,27) -10°1-mol's!. Byla urcena zhdseci{ konstanta tripletnich stavii
[RE vyssi koncentraci kysliku v roztoku jako (1,14 4 0,23) -10°1-mol s,
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Priloha

Fitovani v gnuplotu - kéd

Predpokladame uz predem nastavenou cestu ke slozkam, kde mame ulozena data z

[59).

set terminal pngcairo size 350.262 enhanced font ’Verdana, 10’
#nastaveni grafu jakozto vychoziho obrazku

abc = ’abcdefghijklmnop’
#vytvoreni listu, ze ktereho budeme vybirat pro fitovani dané sady

f(x) = A * (exp(-x/t) - exp(-x/T))
#funkce, kterou fitujeme nase data

set xrange[0.04:50]
set yrange[0:25]  #nastaveni rozsahu grafu
do for [i=1:1] {
#zacatek for cyklu, cyklus pres ruzne koncentrace
#a ruzne sady mereni
letter = substr(abc, i, i)
do for[j=1:10] {
#for cyklus pres mereni 1 az 10
num = sprintf("%02d", j)

file = "rf " . letter . " " . num . ".dat"
print file

A =20

t =5

T=23

#pocatecni podminky, lisi se u kazde sady, nutno se nejdriv
#podivat na graf a pak odhadnout podle primarni
#a dobre nafitovane prvni sady

fit[0.04:50] f(x) + 0.1529 file u 1:3 via A,t,T

#fit zacind od 0.04 kvili vyskytu prvotnim nesmyslnym udajum;

#lze fitovat misto nafitované konstanty 0,1529 pouzit konstantu c,
#kterou budeme fitovat v pribéhu

set output " rf_ " . letter "_" . num . " . png "

plot file u 1:3 with lines, f(x)
#vykresleni grafu a fitu do jednoho obrazku s priponou png
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Data k méreni

Data k nasim méfenim jsou velmi rozsahla, proto si je 1ze stahnout z tohoto odkazu:
<https://drive.google.com/drive/folders/10x0Lc6EkiOvCwsYgZ2XYfFb_Yd65-mhM>

Popis jednotlivych dat

Na odkazu lze nalézt soubory rozdélené do tii slozek, které jsou vysledky nasich mé-
reni. Jejich format ve slozkédch riboflavin - voda a riboflavin - jine je predevsim
Rf X Y.dat, kde X zastupuje pismenka od A po P a Y zastupuje ¢isla od 01 po 10.
Kazdé pismenko zastupuje rtiznou sadu méfeni, vétsinou jde o rtiznou koncentraci [RE]
rozpusténého v pufru, nékdy je do roztoku pridany NaNjs, nékdy je rozpustén v D;O. Pro
lepsi orientaci ve vyznamu oznaceni sad méfeni piikldddm tabulku [7]s vysvétlivkami.

Déle se na odkazu vyskytuje slozka spektrumribo flavinu, kterd pojednava o spek-
trometrii naSich vzorkl a vinovych délek, na kterych [RE] nejlépe absorbuje. Ve slozce je
i soubor Rf.par, ve kterém jsou zaznamenany informace o pristroji, kterym byl vzorek
méreny, stejné tak jako informace o samotném méteni.

Grafy

Vybrané grafy popisujici nékteré sady méreni. Jako fitovaci funkce byla pouzita funkce
0.2l

' Naméfena Idata | : : ' Naméfena Idata
fitovaci funkce 6.2 fitovaci funkce 6.2

pocet detekci
pocet detekel

cas [ps] Cas [us]

Obrazek 35: Sada A, méfeni 7; 200 pM Obrazek 36: Sada C, méreni 9; 50 nM roz-
roztok [RE] tok RE]

' Naméfena Idata ' Naméfena Idata
fitovaci funkce 6.2 fitovaci funkce 6.2

pocet detekefl

podet detekci

¢as [us] ¢as [us]

Obrazek 37: Sada M, méfeni 8; smés Obrazek 38: Sada J, méreni 7; 50 uM roz-
50 uM roztoku [RE] a 0,3 mM roztoku NaNg tok [RE]
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wl " Naméena data
fitovaci funkce 6.2

wul " Namétena data
fitovaci funkce 6.2

pocet detekci

pocet detekcl

o 10 20 30 40
éas [us]

&as [us]
Obrazek 40: Sada N, méreni 7; 50 pM roz-
tok RE]

Obrazek 39: Sada P, méfeni 8; [RE roz-
pustény v tézké vodé - 50 pM roztok

b ' Naméfena Idata
fitovaci funkce 6.2

' Naméfena Idata
fitovaci funkce 6.2

pocet detekel
pocet detekel

o 10 20 30 40 50
¢as [us]

¢as [us]

Obrazek 42: Sada N, méfeni 10; 50 pM

Obrazek 41: Sada O, méreni 1; 50 pnM roz-
roztok [RE] pii normdlni koncentraci kysliku

tok [RF] probubldvany kyslikem

pocet detekei

Obrazek 43: Sada H, méfeni 4; 1 pM roz-

tok RE]

" Naméfena Lliata E—
fitovaci funkce 6.2

20 30 40 50
¢as [us]

pocet detekei

Obrazek 44: Sada I, méreni 2; ¢isty pufr

43

' Naméfena ;iata
konstanta ¢ =0,1529

|
20 30 40

¢as [us]




15 ] ] ] ]
fix) = ax
Maméfena data absorpce v zavislosti na kancentraci RF pro vinovou délku A=450 nm
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Obrazek 45: Lineadrni zavislost absorbce na koncentraci [RE] v roztoku na vlnové délce
A =450 nm; hodnoty parametri v ¢asti |§|
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Obrazek 46: Absorpéni spektrum 2 uM roztoku [RE]
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Obrazek 47: Absorpéni spektrum 200 uM roztoku [RE]

45

a00



9

Tabulka 7: Popisky k soubortim na google disku [59]

’ Sada ‘ Koncentrace H Popis
A [ 200puM [BE]
B | 100pM [RE]
C | 50 M [BE
D | 20pM [RE]
E 10pM [RE] roztok RElv rozpustény pufru
F | 5uM [RE]
G | 2pM [RE]
H | 1pM [RE]
I | 0pM [RE]
J 50pM [RE] 50 nM roztok [REIrozpustény v pufru
K | 50uM [RE] + 0,1 mM [NaNj] || Smés 0,1 mM roztoku NaN3 a 50 pM roztoku [RElrozpusténych v pufru
L | 50pM [RE] 4+ 0,2mM [NaN3j] || Smés 0,2mM roztoku NaN3 a 50 pM roztoku [RE]rozpusténych v pufru
M | 50uM [RE] + 0,3mM [NaN3] || Smés 0,3 mM roztoku NaNj3 a 50 pM roztoku [RF]rozpusténych v pufru
N | 50uM [RE] 50 pM roztok REIrozpustény v pufru
O | 50uM [RE] + 1,4mM [O,] 50 pM roztok REIrozpustény v pufru, probublany kyslikem po dobu 20 minut
P 50 M [RE]; D,O 50 nM roztok REIrozpustény v D,O
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