
Univerzita Karlova v Praze
Matematicko-fyzikálńı fakulta
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6.4 Zhášećı rychlostńı konstanta 1O2 pro β -karoten . . . . . . . . . . . . . . . . 32
6.5 Doba života 3PS určená z kinetik fosforescence 1O2 . . . . . . . . . . . . . . 35
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rem kysĺıku je singletńı kysĺık. Experimentálńı část předkládané práce zkoumá interakci sin-
gletńıho kysĺıku a tripletu fotosensibilizačńıho barviva s β-karotenem. Byla měřena doba
života singletńıho kysĺıku a tripletu barviva a byly vyhodnoceny zhášećı rychlostńı konstanty
pro β-karoten. Výsledně byla zhodnocena účinnost β-karotenu jakožto antioxidantu při foto-
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Abstract: Reactive oxygen species participate in many destructive and degenerative processes
in biological systems. Antioxidants are chemical substances which naturally protect organisms
against reactive oxygen species. One of the most dangerous reactive oxygen species is singlet
oxygen. The experimental part of the work studies interaction of singlet oxygen and triplets
of photosensitizer with β-carotene. Lifetime of singlet oxygen and triplets of photosensitizer
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Seznam zkratek

∆ .......... označeńı singletńıho kysĺıku zvláště v indexech
kdif .......... difusńı limita pro rychlostńı konstantu
k∆Q .......... zhášećı konstanta singletńıho kysĺıku pro β-karoten
K∆ .......... celková rychlostńı konstanta zániku 1O2.
K0

∆ .......... celková rychlostńı konstanta zániku 1O2 bez př́ıtomnosti zhášeče.
kT1Q .......... zhášećı konstanta tripletu fotosensibilizátoru pro β-karoten
kT1S0

.......... rychlostńı konstanta zhášeńı tripletu fotosensibilizátoru jeho
základńım singletem

KT1
.......... celková rychlostńı konstanta zániku tripletu fotosenzibilizátoru.

τ∆ .......... doba života singletńıho kysĺıku
τT1

.......... doba života tripletu fotosensibilizátoru
τ ′

T1
.......... doba života déle žij́ıćı formy tripletu fotosensibilizátoru

1O2 .......... singletńı kysĺık
PDT .......... fotodynamická terapie (Photodynamic therapy)
PS .......... fotosensibilizátor (Photosensitizer)
3PS .......... triplet fotosensibilizátoru
Q .......... zhášeč (Quencher)
ROS .......... reaktivńı forma kysĺıku (Reactive oxygen species)
S1, S0 .......... prvńı excitovaný a základńı singlet fotosensibilizátoru
T1 .......... označeńı tripletu fotosensibilizátoru zvláště v indexech
THF .......... tetra-hydro-furan
TPP .......... tetra-fenyl-porfin
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Kapitola 1

Úvod

V posledńı době se poměrně často můžeme setkat se slovem antioxidant, které se dokonce
stalo jakýmsi zakĺınadlem pro výrobce některých potravin a nutričńıch doplňk̊u. Rovněž jsou
široce prováděny klinické studie zkoumaj́ıćı pozitivńı terapeutické či preventivńı účinky an-
tioxidant̊u při nejr̊uzněǰśıch chorobách. V popřed́ı zájmu je také vliv antioxidant̊u na obecný
jev stárnut́ı. Obzvláště diskutovaným antioxidantem je β-karoten, který je v řadě organismů
hojně zastoupen. Antioxidanty však nejsou diskutovány jen v kontextu lidského zdrav́ı, ve-
lice významnou úlohu zřejmě hraj́ı v procesu fotosyntézy a v řadě daľśıch životńıch funkćı
organismů rostlinné i živočǐsné ř́ı̌se.

Ruku v ruce s pojmem antioxidant často slýcháme pojem volný radikál. Vedle kysĺıkatých
radikál̊u existuj́ı i daľśı nebezpečné reaktivńı formy kysĺıku, jako je např́ıklad singletńı kysĺık
(dále 1O2), proti kterým je třeba organismu poskytovat ochranu.

Působeńı antioxidant̊u v biologických systémech je, stejně jako daľśı procesy v živých or-
ganismech, záležitost složitá a komplexńı. Experimentálńı část předkládané práce se zabývá
těmi nejzákladněǰśımi mechanismy jejich p̊usobeńı; zaměřuje se na vyšetřováńı interakce
β-karotenu se singletńım kysĺıkem a s fotosensibilizátorem tetrafenylporfinem (TPP), který
je po osv́ıceńı schopný přenosem excitačńı energie vybudit kysĺık do singletńıho stavu. Je
zkoumán jednoduchý systém – roztok fotosensibilizátoru TPP a β-karotenu v tetrahydrofu-
ranu (THF) v rovnováze se vzdušným kysĺıkem. Pozornost je věnována sledováńı časového
pr̊uběhu koncentrace singletńıho kysĺıku a koncentrace tripletńıch stav̊u fotosensibilizátoru
bezprostředně po excitačńım laserovém pulsu. Ke sledováńı koncentraćı slouž́ı unikátńı apa-
ratura pro časově a spektrálně rozlǐsené měřeńı infračervené (IR) luminiscence jednak sin-
gletńıho kysĺıku a jednak fotosensibilizátoru (PS).

Těžǐstěm experimentálńı části práce je měřeńı dob života singletńıho kysĺıku a tripletńıho
stavu barviva v závislosti na koncentraci antioxidantu β-karotenu a určeńı rychlostńıch
zhášećıch konstant. Ćılem práce je vyhodnotit účinnost β-karotenu jakožto zhášeče při fo-
tosensibilizaci a studium mechanismů prob́ıhaj́ıćıch v modelovém systému. Závěr experi-
mentálńı práce se snaž́ı vložit výsledky měřeńı do kontextu doposud źıskaných poznatk̊u
o funkci antioxidant̊u v biologických systémech.

Teoretická část práce si klade za ćıl dát čtenáři úvodńı vhled do problematiky a upo-
zornit na některé zaj́ımavosti vztahuj́ıćı se k tématu. Nejprve stručně vysvětluje pojem re-

aktivńı forma kysĺıku (dále ROS) a podává stručný pr̊uřez chemíı radikál̊u a singletńıho
kysĺıku, rovněž v krátkosti uvád́ı r̊uzné zdroje ROS v živých organismech. Následuje vyme-
zeńı pojmu antioxidant a kapitola o antioxidačńıch účinćıch β-karotenu. Je zařazena také
kapitolka nastiňuj́ıćı hypotetické možnosti využit́ı antioxidant̊u v medićıně. Dále se práce
zabývá podrobněǰśım osvětleńım pojmů singlet a triplet, které jsou stěžejńımi termı́ny pro
popis fosforescence a fyziky singletńıho kysĺıku. Nechyb́ı kapitoly zabývaj́ıćı se fotosensibi-
lizaćı singletńıho kysĺıku a jednou z jeho moderńıch aplikačńıch možnost́ı, fotodynamickou
terapíı.

Druhá část textu je věnována vlastńımu experimentu. Nejdř́ıve je pozornost zaměřena na
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odvozeńı časových závislost́ı intenzity luminiscence singletńıho kysĺıku při fotosensibilizačńım
procesu za př́ıtomnosti zhášeče – antioxidantu – a je identifikován vztah časového pr̊uběhu
k dobám života a rychlostńım konstantám. Následuje stručný popis aparatury pro měřeńı
časově a spektrálně rozlǐsené IR luminiscence a popis př́ıpravy měřených roztok̊u. Daľśı kapi-
toly se již věnuj́ı vyhodnoceńı změřených kinetik luminiscence a výpočtu dob života a rych-
lostńıch zhášećıch konstant, a to jednak pro př́ıpad luminiscence 1O2 a jednak pro př́ıpad
luminiscence PS. Diskuse výsledk̊u měřeńı se snaž́ı naměřené hodnoty uvést do kontextu
teoretické části práce a upozornit na některé zaj́ımavé aspekty studovaného problému.
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Kapitola 2

Reaktivńıch formy kysĺıku a

antioxidanty

2.1 Reaktivńı formy kysĺıku

Mezi reaktivńı formy kysĺıku, dále ROS, je řazeno mnoho chemických látek. Tyto látky je
možné rozčlenit do tř́ı skupin podle podstaty jejich zvýšené reaktivity. Do prvńı skupiny
budiž zařazen pouze singletńı kysĺık (1O2). Zde je reaktivita 1O2 dána spinovým stavem
tohoto excitovaného stavu, jak je diskutováno v kapitole 3.1.

Druhá skupina je již značně početněǰśı a obsahuje molekulové radikály, tedy molekuly
s nevypárovaným elektronem, který je př́ıčinou jejich zvýšené reaktivity. Patř́ı sem např́ıklad
superoxidový anion (·O−

2 ), hydroxylový radikál (·OH), peroxylový radikál (R–OO·) a daľśı,
tečka ve vzorci označuje radikálový elektron.

Do třet́ı skupiny lze řadit neradikálové molekuly, jako např́ıklad peroxid vod́ıku (H2O2),
organické peroxidy (R–OOH) či ozon (O3), které jsou oxidačńımi činidly.

2.2 Chemické vlastnosti 1O2

V laboratorńım podmı́nkách se 1O2 často připravuje fotosensibilzačńı procesem, který bude
dále popsán, nebo chemicky reakćı kyseliny chlorné s peroxidem vod́ıku podle rovnice

ClO− + H2O2 → Cl− + H2O + 1O2 .

Jiným zp̊usobem př́ıpravy může být termický rozklad endoperoxid̊u.
Co se týče destruktivńı činnosti 1O2 v biologických systémech, nejvýznamněǰśı roli hraj́ı

reakce 1O2 s dvojnou uhĺıkovou vazbou. Významná je takzvaná ene-reakce (ze slova alkene),
kdy 1O2 rozpojuje dvojnou vazbu alkenu, z přilehlého uhĺıku odtrhne vod́ıkový atom a vzniká
hydroxyperoxid (R-OOH) a dvojná vazba se posouvá. Dále to jsou cykloadičńı reakce, kdy
se ze dvou π-vazeb stávaj́ı dvě σ-vazby. V reakćıch 1O2 rozlǐsujeme [4+2] a [2+2] cykloadici,
uvedená č́ısla udávaj́ı délky řetězc̊u účastńıćı se reakce, O2 považujeme za řetězec délky 2.
[4+2] cykloadice kysĺıku se účastńı čtyřuhĺıkatá část řetězce molekuly, která obsahuje dvě
konjugované dvojné vazby, produktem je endoperoxid. [2+2] cykloadice kysĺıku se účastńı
pouze dva uhĺıky svázané dvojnou vazbou (viz obrázek 2.1).

Dı́ky elektrofilńımu charakteru může 1O2 reagovat s heteroatomy v organické sloučenině,
které nesou volný elektronový pár. Takovým heteroatomem může být třeba duśık, śıra nebo
fosfor. Heteroatom se bud’ kysĺıkem oxiduje, nebo může p̊usobit jako fyzikálńı zhášeč 1O2,
kdy finálńım produktem je 3O2 v základńım stavu a p̊uvodńı nezměněná látka.

Uvedené reakce jsou známé již dlouhou dobu a zodpov́ıdaj́ı za převážnou část biologických
účink̊u 1O2. Prvńı tři z uvedených reakćı p̊usob́ı na uhĺıkovou dvojnou vazbu. Dvojnou vazbu
obsahuj́ı např́ıklad nenasycené mastné kyseliny, jako kyselina olejová nebo linoleová, které
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Obr. 2.1: Typické organické reakce 1O2.

jsou součást́ı tuk̊u či fosfolipid̊u. Fosfolipidy jsou stavebńım kamenem buněčné membrány. 1O2

oxiduje některé aminokyseliny. V souladu s popsanými reakčńımi mechanismy 1O2 napadá
tryptofan, tyrosin a histidin, které obsahuj́ı dvojnou vazbu uvnitř cyklu, a dále methionin a
cystein, které obsahuj́ı heteroatom śıry. Stejně jako aminokyseliny mohou s 1O2 reagovat i
proteiny, jež jsou z aminokyselin složené. Uchráněné nez̊ustávaj́ı ani nukleové kyseliny, kde
1O2 zpravidla napadá guaninovou bázi. Dvojnou vazbu, tentokrát zabudovanou v šestičetném
kruhu, obsahuje také např́ıklad cholesterol. Zde 1O2 p̊usob́ı ene-reakčńım mechanismem.

Podrobný souhrn chemie 1O2 je možné nalézt např́ıklad v [6].

2.3 Chemické vlastnosti kysĺıkových radikál̊u

Mezi kysĺıkové radikály patř́ı např́ıklad ·O−

2 , R–OO·, ·OH. Radikály obecně maj́ı nespárovaný
elektron. Např́ıklad OH− je běžný hydroxylový anion vznikaj́ıćı při disociaci vody, zat́ımco
·OH je sice nenabitý, ale je to radikál. Radikál může ochotně reagovat s jiným radikálem,
což vede ke spárováńı elektron̊u. Uved’me jako př́ıklad reakce dvou stejných a dvou odlǐsných
radikál̊u:

·OH + ·OH → H2O2

·O−

2 + ·CO−

3 → O2 + CO2−
3

Při reakci radikálu s běžnou molekulou, jež má spárované elektrony, zpravidla docháźı
k záměně radikálu, nikoli však k jeho zániku. Př́ıkladem takové reakce je odděleńı jednoho
atomu A z molekuly M–A p̊usobeńım radikálu ·R, schematicky

M–A + ·R → ·M + R–A ,

kdy p̊uvodńı radikál ·R zaniká, zat́ımco vzniká nový ·M. Rychlost reakce záviśı na rozd́ılu
disociačńıch energíı M–A a R–A. Oddělovaným atomem může být např́ıklad vod́ık. Prak-
tickým př́ıkladem takové reakce je chlorace alkan̊u, kdy vstupuj́ıćım radikálem je ·Cl, vzniklý
homolytickým termickým štěpeńım Cl2, a produktem je chlorovaný alkan a HCl. Oddělovat
vod́ık se dař́ı např́ıklad i radikálu ·OH za vzniku vody.

Radikály mohou vznikat p̊usobeńım ionizuj́ıćıho zářeńı na tkáně, např. voda se rozkládá
za vzniku ·OH, ·H, H2O2 a daľśıch produkt̊u. V biologických systémech se mohou ROS
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p̊usobeńım r̊uzných katalyzátor̊u přeměňovat vzájemně mezi sebou, př́ıkladem budiž vznik
·OH z H2O2 v př́ıtomnosti iont̊u železa

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH− + ·OH ,

přičemž volné železnaté ionty jsou uvolňovány z molekul obsahuj́ıćıch železo p̊usobeńım ra-
dikálu ·O−

2 , který je schopen redukovat Fe3+ na Fe2+.
Působeńım vysoce reaktivńıho ·OH na organickou molekulu R dojde k přesunu elektronu

a vzniku OH− a ·R. Rychlost reakce ·OH je omezena pouze rychlost́ı difuse. Radikál ·R
rychle reaguje s obyčejným kysĺıkem za vzniku radikálu R–OO·. Ten je opět vysoce reak-
tivńı a schopný reagovat s daľśımi organickými molekulami za vzniku radikál̊u. Docháźı tak
k řetězové reakci. Radikály mohou t́ım pádem být mnohem nebezpečněǰśı, než by se na prvńı
pohled mohlo zdát.

Velký fyziologický význam maj́ı reakce radikál̊u s uhĺıkovou dvojnou vazbou, přičemž
radikály se chovaj́ı jako elektrofilńı činidla a rozb́ıjej́ı dvojnou vazbu.

Radikál ·O−

2 je někdy označován jako primárńı kysĺıkový radikál, protože vzniká př́ımo
z kysĺıku přijet́ım jednoho elektronu, což se může d́ıt v přirozených metabolických procesech
nebo třeba v d̊usledku ozářeńı. Reakce ·O−

2 s bioorganickými sloučeninami jsou v porovnáńı
s jinými radikály překvapivě pomalé [13, strana 39]. Jak bylo ale naznačeno, ·O−

2 může stát
u vzniku jiných daleko reaktivněǰśıch radikál̊u. Koncentrace ·O−

2 je v těle regulována enzymem
superoxidová dismutása, která katalyzuje přeměnu ·O−

2 na O2 a H2O2. Koncentrace H2O2,
který rovněž řad́ıme mezi ROS, je regulována enzymem katalása, který katalyzuje rozklad
H2O2 na O2 a H2O.

Chemie jednotlivých ROS je probrána v [13, kapitola 2], stručný souhrn chemie radikál̊u
lze nalézt např́ıklad v [36].

2.4 Vznik ROS v živých organismech

Zabývejme se přirozenými cestami vzniku ROS v živých organismech. V některých př́ıpadech
ROS vznikaj́ı ćıleně, v jiných jako nežádoućı vedleǰśı produkt.

Významným zdrojem ROS a zvláště 1O2 je fotosyntéza. Schematicky, zjednodušeným
zp̊usobem je popsán jej́ı mechanismus, detaily lze naj́ıt např́ıklad v [2]. Proces fotosyntézy
prob́ıhá ve dvou fáźıch; jednak ve fáźı světelné, jednak v temnostńı. Temnostńı fáze využ́ıvá
produkt̊u světelné fáze – NADPH a ATP – k tvorbě cukru, přičemž uhĺık pro tvorbu cukr̊u
pocháźı z CO2. Pro nás je zvláště zaj́ımavá světelná fáze.

Světelná fáze prob́ıhá v chloroplastech. Fotochemické procesy fotosyntézy se odehrávaj́ı
ve fotosystému I a II, které jsou zabudované v membráně thylakoidu. Fotosystém II absorbuje
světelné zářeńı a tuto energii využ́ıvá k oxidaci vody na molekulárńı kysĺık, dva elektrony
a dva protony, které z̊ustávaj́ı v lumen thylakoidu. Elektron je elektronovým transportńım
řetězcem v membráně přenášen postupně na daľśı molekuly (ty se přijmut́ım elektronu redu-
kuj́ı), nav́ıc jsou na úkor oxidoredukčńıho potenciálu přenášeného elektronu transportovány
daľśı protony přes thylakoidńı membránu ze stromatu chloroplastu do lumen thylakoidu, což
přisṕıvá ke vzniku protonového gradientu. Elektron je předán fotosystému I, který absorbuje
světlo a využ́ıvá jeho energii k přenosu elektronu na ferredoxin, což je silné redukčńı činidlo,
jež redukuje NADP+ na NADPH. Konečně ATP-synthása využ́ıvá vzniklého protonového
gradientu k tvorbě ATP z ADP. Hlavńımi fotosyntetickými pigmenty jsou chlorofyly, jež jsou
řazeny mezi tetrapyroly, stejně jako tetrafenylporfin využ́ıvaný v experimentálńı části práce.
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V př́ıpadě vysoké ozářenosti nebo r̊uzných stres̊u, vedoućıch ke zpomaleńı proces̊u přenosu
elektronu, nestač́ı uvedený transportńı řetězec odvádět absorbovanou excitačńı energii, což
prodlužuje doby života excitovaných stav̊u pigment̊u, jež pak mohou s větš́ı pravděpodobnost́ı
přej́ıt do tripletńıho stavu. Tyto tripletńı stavy fotosyntetických pigment̊u mohou př́ımo re-
agovat s molekulami ve svém okoĺı za vzniku volných radikál̊u nebo fotosensibilizovat ne-
bezpečný singletńı kysĺık.

Ochrana proti tomuto fotooxidativńımu poškozeńı může být jednou z roĺı karotenoid̊u
obsažených ve fotosyntetických systémech. Předpokládá se, že karotenoidy mohou zhášet
jednak triplet pigmentu a jednak samotný singletńı kysĺık a jsou proto nazývány antioxi-
danty. Bližš́ı rozbor mechanismu jejich p̊usobeńı bude uveden dále a je hlavńım předmětem
experimentálńı části práce. Kromě ochranné funkce karotenoidy slouž́ı i jako pigmenty pro
sběr slunečńı energie, stejně jako chlorofyl. Druhý excitovaný singlet S2 karotenu je schopen
předávat energii chlorofylu a [10].

Při velkém osvětleńı je rovněž mnoho redukovaných přenašeč̊u elektronu a elektrony
nestač́ı být přenášeny k redukci NADPH. Redukované přenašeče v nadbytku dávaj́ı vznik-
nout ·O−

2 , který však je schopný elektron opět předávat fotosystému a svým zp̊usobem chráńı
organismus před vznikem nebezpečněǰśıch ROS. V př́ıpadě fotooxidativńıho stresu tedy ·O−

2

hraje v podstatě ochranou roli, zat́ımco v běžné situaci je třeba se jeho účink̊um bránit.
V tělech živočich̊u jsou ROS produkovány např́ıklad v mitochondríıch, tzv. buněčných

elektrárnách, které produkuj́ı ATP. Podobně jako v př́ıpadě fotosyntézy může během přenosu
elektronu transportńım řetězcem doj́ıt k jeho zachyceńı molekulou kysĺıku a vzniká ·O−

2 [13,
kapitola 3].

Při fotosyntéze 1O2 vzniká jako nežádoućı vedleǰśı produkt. V živých organismech ale
existuje celá řada pochod̊u, ve kterých ROS hraj́ı významnou úlohu a jsou za t́ım účelem or-
ganismem ćıleně produkovány. Ruku v ruce s ćılenou produkćı ROS zpravidla běž́ı i zvýšená
produkce antioxidant̊u, které maj́ı regulovat účinky ROS. Př́ıkladem budiž produkce ROS
některými typy b́ılých krvinek, které v tělech živočich̊u bojuj́ı proti infekćım. Nejdř́ıve je
vyroben ·O−

2 . Ten jednak samovolně ve vodném prostřed́ı a jednak účinkem enzymu super-
oxidová dismutása rychle přecháźı na H2O2. Samotný H2O2 je sṕı̌se slabý oxidant a nav́ıc
je katalásou úspěšně rozkládán na kysĺık a vodu. Nebezpeč́ı peroxidu vod́ıku spoč́ıvá v tom,
že může být prekurzorem pro tvorbu agresivněǰśıch oxidant̊u. Katalyzovanou reakćı H2O2 a
anionu halogen̊u X− vznikaj́ı předevš́ım OCl− a OBr−, aniony od slabých kyselin. Jak bylo
již zmı́něno, reakćı

OX− + H2O2 → 1O2 + H2O + X−

vzniká singletńı kysĺık. Produkce 1O2 b́ılými krvinkami byla experimentálně potvrzena [19].
Neńı náhodou, že se 1O2 v praxi někdy použ́ıvá k dezinfekci vody či ke sterilizaci krevńı
plazmy [11].

Informace k této kapitole byly čerpány převážně z [13, kapitoly 2, 18, 19].

2.5 Antioxidanty

Antioxidanty jsou látky chráńıćı organismus před účinkem a vznikem oxidant̊u – ROS.
Mezi významné neenzymatické antioxidanty patř́ı např́ıklad karotenoidy, flavonoidy, kyselina
askorbová či tokoferol. Mezi enzymatické antioxidanty patř́ı již zmı́něná katalása, superoxi-
dová dismutása a daľśı [13, kapitola 8]. Zaměřme se předevš́ım na rozbor činnosti karotenoid̊u
a speciálně β-karotenu.
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Obr. 2.2: β-karoten

Karotenoidy jsou jedny z nejběžněǰśıch př́ırodńıch pigment̊u. Dávaj́ı oranžovou barvu rost-
linným plod̊um, květ̊um či třeba vaječnému žloutku. Rostliny umı́ karotenoidy syntetisovat,
živočichové je přij́ımaj́ı v potravě. Rozeznáváme stovky r̊uzných karotenoidových sloučenin.

Rozlǐsujeme dvě významné podskupiny karotenoid̊u, a to karoteny a xantofyly. Karoteny
maj́ı souhrnný vzorec C40Hn, xantofyly jsou kysĺıkaté deriváty karoten̊u. Dále se budeme
zabývat hlavně karoteny. Nejběžněǰśım zástupcem je β-karoten, znázorněný na obrázku 2.2.
Karoteny vznikaj́ı biochemickou syntézou z osmi isoprenových jednotek, výsledkem je řetězec
s konjugovanými dvojnými vazbami. Konjugované dvojné vazby dávaj́ı molekule resonančńı
charakter, který má pravděpodobně př́ıznivý vliv na antioxidačńı schopnosti. Jakožto čisté
uhlovod́ıky jsou karoteny rozpustné v tućıch, nikoli ve vodě.

Karoteny jsou účinnými zhášeči 1O2. Kysĺıkový singlet může interagovat se základńım
singletem karotenu za vzniku prvńıho excitovaného tripletu karotenu, přičemž kysĺık přecháźı
do základńıho tripletu. Podmı́nkou účinného zhášeńı touto cestou je, aby energetický rozd́ıl
singlet-triplet u karotenu byl o trochu menš́ı než rozd́ıl singlet-triplet u kysĺıku, takže proces
prob́ıhá jedńım směrem. Energie triplet̊u věťsiny karoten̊u jsou nǐzš́ı než energie singletu

kysĺıku, což dává karoten̊um antioxidačńı účinky [12,32]. Tripletńı stav karotenu již nepřenáš́ı
energii zpět na kysĺık a do singletńıho stavu přecháźı neškodnou disipaćı energie. Rychlostńı
konstanty zhášeńı 1O2 pro karoteny a xantofyly jsou většinou omezeny rychlost́ı difuse [32].

Jak bylo zmı́něno při popisu fotosyntézy, má se za to, že singlet karotenu je schopný
zhášet i triplet chlorofylu a zabránit tak vzniku 1O2 fotosensibilizaćı. Vzniká základńı sin-
glet chlorofylu a neškodný excitovaný triplet karotenu. Všimněme si, že se jedná o interakci
singlet–triplet. Energetický rozd́ıl mezi základńım a nejnižš́ım excitovaným stavem se snižuje
v řadě chlorofyl, 1O2, β-karoten. Schopnost́ı karotenu zhášet triplet barviva se bude mezi
jinými věcmi zabývat experimentálńı část práce.

Karotenoidy jsou dle uvedeného zvláště významné pro boj s fotooxidativńım poškozeńım.
Dokladem toho je pravděpodobně i hojná př́ıtomnost karotenoid̊u ve žluté skvrně v oku [16].
Nesmı́me také opomenout fakt, že karotenoidy absorbuj́ı hlavně v oblasti modrého světla a
p̊usob́ı tak jako světelný filtr. To je d̊uležité vzhledem k tomu, že četné fotosensibilizátory
jsou excitovány právě světlem z modré oblasti.

Zhášeńı 1O2 karotenoidy prob́ıhá převážně fyzikálně, to znamená, že nedocháźı k che-
mické přeměně – oxidaci – karotenoidu. Jedna molekula karotenoidu je tak schopna praco-
vat mnohokrát opakovaně. V malé mı́̌re, přibližně pod́ılem 0,05% [35], se pod́ıĺı i chemické
zhášeńı 1O2, kdy je molekula karotenoidu sama oxidována a nadále již neńı použitelná jako
účinný antioxidant. Rychlostńı konstanta pro zhášeńı 1O2 se lǐśı mezi jednotlivými zástupci
karotenoid̊u. Se vzr̊ustaj́ıćım počtem konjugovaných dvojných vazeb klesá energie stavu T1

karotenoidu. Výsledkem je rostoućı rychlostńı konstanta pro zhášeńı 1O2, což bylo experi-
mentálně ověřeno [12]. Z tohoto hlediska je nejúčinněǰśım zhášečem lycopen, který na rozd́ıl
od β-karotenu neobsahuje cykly. Na druhou stranu ale snáze než β-karoten podléhá oxidaci,
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takže se dř́ıve vyčerpá.
Kromě 1O2 jsou karoteny účinnými zhášeči R–OO· [16], které vznikaj́ı převážně p̊usobeńım

kysĺıkových radikál̊u na lipidy. Lipidy jsou obsaženy hlavně v membránách, kde se však d́ıky
své hydrofobicitě shromažd’uje i karoten. Při reakci karotenoid̊u s radikály vzniká radikál
karotenu, který je d́ıky rezonančńımu charakteru molekuly relativně stabilńı.

Působeńı antioxidant̊u je dobře experimentálně prozkoumáno in vitro a jsou spolehlivě
naměřeny rychlostńı konstanty. Mechanismy p̊usobeńı antioxidant̊u in vivo jsou však mnohem
komplexněǰśı a jejich účinnost v živých systémech se může značně lǐsit od účinnosti změřené
in vitro.

O karotenoidech a jejich antioxidačńıch účinćıch stručně pojednává [23, 35], podrobněǰśı
rozbor lze nalézt v [12].

2.6 Antioxidanty a lidské zdrav́ı

V nedávné době se i mezi laickou veřejnost́ı hojně hovořilo o hypotetické odpovědnosti ROS
za stárnut́ı. Přirozeně je potom třeba uvažovat o možnosti př́ıznivého vlivu antioxidant̊u na
zpomaleńı stárnut́ı.

Bylo zjǐstěno, že vnitrobuněčná koncentrace oxidovaných protein̊u roste exponenciálně
s věkem živočicha, přičemž výzkum byl prováděn na r̊uzných zástupćıch živočǐsné ř́ı̌se. Bylo
odhadnuto, že oxidované proteiny mohou tvořit až 50% z celkového množstv́ı protein̊u v těle
osmdesátiletého člověka. Schopnost odbourávat oxidované proteiny se u stárnoućıho orga-
nismu snižuje, stejně tak jako jeho antioxidačńı kapacita. Oxidované proteiny maj́ı tendenci
se v těle akumulovat. Popsaný mechanismus by mohl přisṕıvat k jev̊um, které jsou spojeny
se stárnut́ım [13, kapitola 27]. Bohužel zat́ım žádná klinická studie přesvědčivě neprokázala
př́ımou souvislost mezi zvýšeným př́ıjmem antioxidant̊u a prodloužeńım života.

Alzheimerova choroba patř́ı mezi degenerativńı nemoci mozku, přičemž se zpravidla ob-
jevuje až ve stář́ı. Bylo navrženo, že za vývoj Alzheimerovy choroby je odpovědný oxida-
tivńı stres, přičemž docháźı k peroxidaci membránových lipid̊u, destrukci membrány a nako-
nec ke smrti neuron̊u. Vzhledem k vyšš́ı spotřebě kysĺıku mozkovými tkáněmi oproti jiným
částem těla je mozek náchylněǰśı k oxidativńımu stresu. Většina klinických studíı potvrdila, že
zvýšený př́ıjem vybraných antioxidant̊u, třeba vitaminu E, má pozitivńı terapeutické účinky
na Alzheimerovu chorobu. Podobným př́ıkladem je i Parkinsonova choroba, bĺıže [13, 36].

Bylo vypozorováno, že zvýšený př́ıjem karotenoid̊u i jiných antioxidant̊u pravděpodobně
snižuje riziko kardiovaskulárńıch chorob. Ateroskleróza je onemocněńı projevuj́ıćı se zúžeńım
či dokonce ucpáńım tepen v d̊usledku interakce oxidovaného LDL (Low Density Lipopro-
tein) s jej́ımi stěnami. LDL funguj́ı jako přenašeče ve vodě nerozpustného cholesterolu,
stejně tak mohou přenášet i karotenoidy. K oxidaci LDL docháźı převážně právě p̊usobeńım
ROS. Bohužel seriózńı lékařské výzkumy opět neprokázaly jasnou souvislost mezi zvýšeným
př́ıjmem karotenoid̊u či jejich zvýšenou koncentraćı v séru a nižš́ım rizikem kardiovaskulárńıch
chorob [36].

Výzkumy ukazuj́ı, že β-karoten snižuje počet mutaćı v genetické informaci, které byly vy-
volány expozićı γ-zářeńı. Tento efekt může být připisován antioxidačńım účink̊um, protože
ionizuj́ıćı zářeńı je zdrojem radikál̊u. β-karoten rovněž snižuje nebezpeč́ı samovolných gene-
tických mutaćı, ke kterým docháźı v buňkách s nedostatečnými opravnými mechanismy [24].

Již byla řeč o ochranné roli karotenoid̊u ve žluté skvrně oka, kde se vyskytuj́ı xantofyly
lutein a zeaxanthin. Ve žluté skvrně jsou hojně zastoupeny lipidy a rovněž je zde relativně vy-
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soká tenze kysĺıku. Vzhledem ke značnému vystaveńı světlu docháźı ke zvýšenému nebezpeč́ı
fotooxidativńıho stresu. Bylo prokázáno, že zvýšený př́ıjem luteinu a zeaxathinu v potravě
snižuje nebezpeč́ı degenerace žluté skvrny. Neńı ale jasné, zda jejich př́ıznivý vliv maj́ı anti-
oxidačńı účinky nebo fakt, že filtruj́ı modré světlo [16, 24].

Karotenoidy jsou v lidském séru velmi snadno spektroskopicky detekovatelné látky. Jejich
koncentrace často slouž́ı jako indikátor dobrého zdrav́ı a zdravého životńıho stylu. Jak již ale
bylo naznačeno, neńı nijak spolehlivě prokázáno, že zvýšeńı př́ıjmu karotenoid̊u vede obecně
ke zlepšeńı zdravotńıho stavu [16].

O účinćıch β-karotenu na lidské zdrav́ı a jeho terapeutických účinćıch pojednává po-
drobně [24,36] stručněǰśı přehledy najdeme v [16,31]. Spojitost antioxidant̊u s Alzheimerovou
chorobou, Parkinsonovou chorobou či se stárnut́ım je probrána v [13, kapitoly 24,25,27]

2.7 Fotodynamická terapie

Velice zaj́ımavou aplikaćı 1O2 v medićıně je fotodynamická terapie (PDT), už́ıvaná předevš́ım
v léčbě rakoviny. Tuto aplikaci PDT zde probereme bĺıže. Jedná se o zp̊usob likvidace nádor̊u
p̊usobeńım singletńıho kysĺıku s použit́ım laseru a fotosensibilizátoru (PS). Do těla je vpraven
PS. V mı́stě osvětleńı laserem je generován 1O2 mechanismem fotosensibilizace popsaným
v kapitole 3.3. Singletńı kysĺık zp̊usobuje v mı́stě vzniku poškozeńı buněk, vedoućı k apoptóze
(ř́ızené buněčné smrti) či nekróze (neř́ızené buněčné smrti) tkáně. Doba života 1O2 v tkáni
dovoluje molekule difundovat v rozměrech přibližně 20 nm [5], což řádově odpov́ıdá sub-
buněčným rozměr̊um. Mı́sto p̊usobeńı 1O2 je tud́ıž dobře vázáno na mı́sto p̊usobeńı laseru a
na mı́sto lokalizace PS.

Snahou lékař̊u je naj́ıt takový zp̊usob léčby rakoviny, který bude selektivńı k nádoru, tedy
proběhne destrukce nádorové tkáně, zat́ımco zdravá lidská tkáň z̊ustane v maximálńı možné
mı́̌re nepoškozena. Různé PS maj́ı tendenci shromažd’ovat se v r̊uzných buněčných struk-
turách a PDT má potenciál být vysoce selektivńı metodou se sub-buněčným směrováńım.

Velké úsiĺı je věnováno nalezeńı nejvhodněǰśıch PS. Obecným požadavkem je ńızká toxi-
cita PS a rychlé odbouráváńı PS z těla, aby nehrozila fotosensibilizace kysĺıku při normálńım
osvětleńı. V oblasti viditelného světla je lidská tkáň v́ıce propustná pro deľśı vlnové délky, je
proto výhodné, aby PS absorboval sṕı̌se v červené oblasti. To je zvláště podstatné pro léčbu
vnitřńıch nádor̊u. Nav́ıc intenzita dopadaj́ıćıho slunečńıho zářeńı klesá v červené oblasti. Na
druhou stranu IR zářeńı již neńı dostatečně energetické k tomu, aby došlo k přenosu ex-
citačńı energie na 1O2, a nav́ıc IR zářeńı je značně absorbováno tkáněmi. V neposledńı řadě
samozřejmě požadujeme vysoký kvantový výtěžek produkce 1O2.

V současné době je rovněž zkoumán vliv antioxidant̊u během PDT. Antioxidanty jednak
mohou snižovat nepř́ıznivé vlivy PDT, na druhou stranu bylo objeveno, že ve vysokých
koncentraćıch mohou p̊usobit prooxidačně a ześılit tak účinek PDT [27]. Bĺıže k princip̊um
PDT v [5, 33], o nových př́ıstupech k vývoji nejvhodněǰśıho PS pojednává [7].
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Kapitola 3

Singletńı kysĺık

3.1 Singletńı a tripletńı stavy

V celé práci hraj́ı stěžejńı roli pojmy singlet a triplet, zde je nast́ıněn význam těchto pojmů.
Uvažujme systém dvou elektron̊u, např́ıklad v atomu nebo v molekule. Po elektronové

vlnové funkci systému požadujeme, aby byla antisymetrická v̊uči záměně libovolných dvou
elektron̊u. Celková vlnová funkce může být násobkem symetrické prostorové Φs a antisy-
metrické spinové funkce χa, př́ıpadně násobkem antisymetrické prostorové Φa a symetrické
spinové χs.

Spinové funkce voĺıme

χa =
1√
2

(|↑↓〉 − |↓↑〉)

χs,1 = |↑↑〉

χs,0 =
1√
2

(|↑↓〉 + |↓↑〉)

χs,−1 = |↓↓〉 (3.1)

Tyto spinové funkce jsou vlastńımi funkcemi kvadrátu celkového momentu hybnosti S2 =
(s1+s2)

2 a jeho z-ové složky Sz = s1z +s2z, jim přǐrazená kvantová č́ısla jsou značena po řadě
S a M . Funkci χa odpov́ıdaj́ı vlastńı č́ısla S = 0, M = 0, funkci nazýváme singletem. Funkćım
χs odpov́ıdaj́ı vlastńı č́ısla S = 1, M = 1, 0,−1, funkce nazýváme tripletem. Předpokládáme,
že Hamiltonián Ĥ celkového systému nezáviśı na spinu, v tom př́ıpadě Ĥ nep̊usob́ı na spinové
části (3.1).

O singletńım a tripletńım stavu lze hovořit i v př́ıpadě molekul s v́ıce než dvěma elektrony.
Elektrony jsou do molekulových orbital̊u uspořádány zpravidla tak, že se obsazuj́ı orbitaly
od nejnižš́ı energie po nejvyšš́ı, přičemž než se začne obsazovat energeticky bohatš́ı orbital,
jsou předchoźı orbitaly zaplněny dvěma elektrony, v souladu s Hundovými pravidly. Molekuly
v základńım stavu maj́ı zpravidla spárované elektrony. Když molekula obsahuje nespárovaný
elektron, hovoř́ıme o radikálu.

Pokud se dva elektrony nacházej́ı ve stejném orbitalu, pak jejich prostorová funkce je
automaticky symetrická, spinová funkce muśı být potom antisymetrická, spinovým stavem
je tedy singlet. To je samozřejmě v souladu s Pauliho vylučovaćım principem.

V př́ıpadě degenerace orbital̊u se nejprve orbitaly obsad́ı každý jedńım elektronem se
vzájemně paralelńımi spiny. Elektrony nacházej́ıćı se v r̊uzných orbitalech maj́ı nižš́ı energii,
pokud je jejich spinová funkce symetrická (triplet) a prostorová antisymetrická. Tento efekt
je zásadńı pro vysvětleńı podstaty singletńıho kysĺıku a objasněńı fosforescence. Energetické
zvýhodněńı antisymetričnosti prostorové části můžeme kvalitativně zd̊uvodnit následuj́ıćı
jednoduchou úvahou. V př́ıpadě funkce Φa je pravděpodobnost nalezeńı obou elektron̊u ve
stejném mı́stě nulová, zat́ımco pro Φs je nenulová. Funkce Φa lépe respektuje korelaci pohybu
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Obr. 3.1: Molekulové orbitaly tripletńıho a singletńıho kysĺıku, upraveno na základě [28].

odpuzuj́ıćıch se elektron̊u a je proto energeticky výhodněǰśı. Exaktněji bychom rozd́ıl energíı
stav̊u odpov́ıdaj́ıćıch Φa, Φs vyjádřili pomoćı hodnoty výměnného integrálu [9, kapitola IX].

Naprostá většina molekul má základńı stav singletńı. Tak tomu bude v př́ıpadě, že jsou ve
všech orbitalech spárované elektrony, což je běžná situace. V př́ıpadě prvńıho excitovaného
stavu se jeden z p̊uvodně spárovaných elektron̊u nacháźı v energeticky bohatš́ım orbitalu. Po-

tom ale prvńı excitovaný tripletńı stav běžné molekuly lež́ı ńı̌ze než prvńı excitovaný singletńı

stav, a to z d̊uvodu energetické výhodnosti antisymetrie prostorové části, probrané výše.
Ovšem molekula O2 je jednou z výjimek a jej́ı základńı stav je triplet. Jak to lze vysvětlit?

Jednotlivé molekulové orbitaly molekuly O2 vid́ıme rozkreslené na obrázku 3.1. O2 je homo-
nukleárńı dvouatomová molekula. Dı́ky jej́ı vysoké symetrii docháźı k degeneraci vazebných
orbital̊u πx a πy, stejně tak jsou degenerované jim odpov́ıdaj́ıćı antivazebné orbitaly π∗

x a
π∗

y. Energeticky nejnižš́ı základńı stav proto nebude se spárovanými elektrony. V základńım
stavu budou orbitaly πx a πy obsazeny po jednom elektronu, přičemž jejich spinovou funkćı
bude triplet. Prvńı excitovaný stav bude singlet, kdy orbital πx obsahuje spárované elektrony.
Všimněme si, že O2 v základńım stavu je vlastně biradikál. Nakresĺıme–li si podobné schéma
jako 3.1 např́ıklad pro molekuly N2 či Cl2, snadno nahlédneme, že zde základńı stav je singlet
a k anomálii na rozd́ıl od O2 nedocháźı.

Základńı stav běžné molekuly je singlet a nejnižš́ı excitovaný je triplet. Základńı stav
molekuly kysĺıku je triplet a nejnižš́ı excitovaný je singlet. V obou př́ıpadech se základńı
a excitovaný stav lǐsi spinovou multiplicitou. Z toho plyne zakázanost optického přechodu
mezi těmito stavy. Zakázanost optického přechodu singlet ↔ triplet dostaneme d́ıky ortogo-
nalitě singletńıch a tripletńıch spinových funkćı. Při vyšetřováńı pravděpodobnosti přechodu
z počátečńıho stavu |p〉 do koncového stavu |k〉 je zpravidla už́ıván časový poruchový počet,
jehož výsledkem je soustava diferenciálńıch rovnic pro koeficienty ck(t) rozvoje vlnové funkce
|Ψ(t)〉 do vlastńıch stav̊u |Ψ0

j〉 neporušeného Hamiltoniánu Ĥ0. Máme

i~ċk(t) =
∞∑

j=1

〈Ψ0
k|Ŵ (t)|Ψ0

j〉 eiωkjtcj(t) , (3.2)
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kde ωkj = (Ek − Ej)/~ a Ŵ (t) je Hamiltonián poruchy. V dipólovém přibĺıžeńı je podle
Fermiho pravidla (plynoućıho z (3.2)) pravděpodobnost přechodu za jednotku času spontánńı
emiśı ze stavu |p〉 do |k〉 úměrná hodnotě |〈p|r̂|k〉|2, kde r̂ operátor polohy hraje roli poruchy.
Předpokládáme, že počátečńı stav je jedńım ze stacionárńıch stav̊u Ĥ0, tedy Ψ(t = 0) =
Ψ0

p, necht’ je j́ım triplet. Maticové elementy poruchy 〈Ψ0
k|Ŵ (t)|Ψ0

j〉 jsou vždy nulové mezi
libovolným tripletem a singletem, pokud porucha nep̊usob́ı na spinovou část vlnové funkce,
jako tomu je třeba v dipólovém přibĺıžeńı. Koeficienty cj(t) odpov́ıdaj́ıćı singletńım stav̊um
potom z̊ustávaj́ı podle (3.2) po celou dobu nulové a pravděpodobnost optického přechodu
singlet ↔ triplet je na základě uvedeného nulová; hovoř́ıme o spinově zakázaném přechodu.
Např́ıklad i chemické reakce zpravidla ochotněji prob́ıhaj́ı mezi reagenty se stejnou spinovou
multiplicitou.

Při konstrukci vlastńıch funkćı neporušeného Hamiltoniánu jsme předpokládali, že Ĥ0

nep̊usob́ı na spin, a také jsme předpokládali, že ani porucha nep̊usob́ı na spin. To však v reálné
situaci jistě neńı pravda; uplatňuje se spin-orbitálńı interakce, interakce spinu s magnetickým
polem a Hamiltonián obecně obsahuje členy, pro něž (3.1) nejsou vlastńımi stavy. Vlastńı
stavy celkového Ĥ proto nejsou čistě singlety či triplety, ale jsou do určité mı́ry vždy smı́̌sené,
a hodnota 〈p|r̂|k〉 neńı nulová. Pravděpodobnosti optických přechod̊u singlet ↔ triplet jsou
potom sice malé, ale nenulové.

3.2 Klasifikace stav̊u 1O2

V literatuře se v př́ıpadě singletńıho kysĺıku často setkáme s klasifikaćı stav̊u pomoćı spek-
troskopických termů, která je přizp̊usobena pro popis homonukleárńıch dvouatomových mo-
lekul.

Např́ıklad základńı stav se znač́ı 3Σ−

g . Označeńı Σ udává, že výsledný pr̊umět orbitálńıho
momentu ve směru osy molekuly je nulový. Levý horńı index odpov́ıdá hodnotě výrazu 2S+1,
kde S je č́ıslo kvantuj́ıćı kvadrát celkového momentu hybnosti. Zde je tedy S = 1 a jedná se
o tripletńı stav. Ṕısmeno g (gerade) ř́ıká, že celková vlnová funkce je sudá při inverzi v̊uči
středu molekuly, ṕısmeno u (ungerade) by značilo lichost při inverzi. Symbol − znač́ı lichost
(+ sudost) při zrcadleńı v̊uči rovině procházej́ıćı spojnićı jader.

Prvńı excitovaný singlet se pak znač́ı 1∆+
g , kde ∆ znamená, že č́ıslo kvantuj́ıćı výsledný

pr̊umět orbitálńıho momentu ve směru osy molekuly je rovno dvěma. Daľśı text se přidrž́ı
uvedené klasifikace a singletńı stav molekuly kysĺıku bude v některých př́ıpadech značen
zjednodušeně ∆.

Zavedeńı použité klasifikace viz např́ıklad [34].

3.3 Vznik 1O2 fotosensibilizačńım procesem

PS je látka, jej́ıž světelně excitovaný stav je schopný předat energii kysĺıku za vzniku 1O2.
PS jsou zpravidla látky vykazuj́ıćı silnou fosforescenci.

Základńı stav molekuly PS je singlet, stejně jako pro drtivou většinu ostatńıch molekul.
Stejnému elektronovému stavu molekuly mohou odpov́ıdat r̊uzné jaderné vibračńı stavy, což
vede k jemněǰśımu štěpeńı molekulárńıch energetických hladin. V základńım stavu je energie
jaderných vibraćı dána tepelnou rovnováhou s okoĺım. Při absorpci fotonu přecháźı základńı
singlet v prvńı excitovaný singlet 1PS∗. Pokud excitace proběhne do vyšš́ıho excitovaného
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stavu, rychlým nezářivým přechodem molekula zpravidla přejde do prvńıho excitovaného
stavu a zároveň může být vybuzena do vyšš́ı jaderné vibračńı hladiny. Energie jaderných
vibraćı velice rychle disipuje a v nanosekundových časových škálách přecháźı molekula do
rovnovážného vibračńıho stavu.

Ze stavu 1PS∗ přecháźı bud’ do základńıho stavu fluorescenćı nebo vnitřńı konverźı,
př́ıpadně nezářivým mezisystémovým přechodem do tripletńıho stavu, jehož energie je zpra-
vidla menš́ı než pro excitovaný singlet, jak bylo ukázáno v kapitole 3.3. Vnitřńı konverźı
se mı́ńı samovolný přechod v rámci látky mezi stavy shodné spinové multiplicity, v př́ıpadě
mezisystémového přechodu se jedná o přechod v rámci látky mezi stavy rozd́ılné spinové mul-
tiplicity. Optický přechod z tripletu PS do základńıho singletu je spinově zakázán a hovoř́ıme
o metastabilńım tripletńım stavu, jehož doba života je řádově větš́ı než doba života 1PS∗.
Bĺıže k excitovaným singlet̊um a triplet̊um v [18].

Nyńı docháźı ke stěžejńımu momentu. Triplet barviva je schopný interagovat se základńım
stavem O2, rovněž tripletem, za vzniku 1O2 při současném přechodu fotosensibilizátoru do
základńıho, singletńıho stavu. Povšimněme si, že se jedná o interakci stav̊u se stejnou spinovou
multiplicitou, což je umožněno anomalitou základńıho stavu kysĺıku, a přenos energie z 3PS
na kysĺık je spinově povolen.

Pro efektivńı fotosensibilizaci je výhodné, aby energetický rozd́ıl mezi 3PS a základńım
stavem 1PS byl o málo větš́ı než energetický rozd́ıl mezi základńım 3O2 a 1O2, tak, aby
proces prob́ıhal dostatečně rychle, a zároveň dostatečně velký na to, aby proces neprob́ıhal i
opačným směrem. Schematicky je fotosensibilizačńı proces znázorněn na obrázku 3.2.

Účinnost PS lze vyjádřit pomoćı kvantového výtěžku Φ singletńıho kysĺıku, který je de-
finován Φ = N1O2

/Na, kde Na je počet absorbovaných kvant zářeńı molekulou PS a N1O2
je

počet vygenerovaných molekul 1O2. Kvantový výtěžek záviśı jednak na pod́ılu molekul PS,
které projdou mezisystémovým přechodem singlet → triplet, jednak na pod́ılu tripletńıch
stav̊u PS, jež daj́ı vznik molekule 1O2.

Jako PS může v živých organismech p̊usobit mnoho r̊uzných molekul, které jsou schopny
fosforescence. Př́ıklady jsou porfyriny, chlorofyly či riboflavin. Fotosensibilizačńı proces tedy
v organismech běžně prob́ıhá, aniž bychom zasahovali. Pro aplikace, jako je třeba PDT (je
diskutováno v kapitole 2.7), se samozřejmě už́ıvaj́ı PS s vysokým kvantovým výtěžkem 1O2

a daľśımi speciálńımi vlastnostmi. Aplikačně hojně už́ıvanými PS jsou např́ıklad deriváty
fluoresceinu nebo r̊uzné deriváty porfyrin̊u, jako protoporfyrin IX nebo hematoporfyrin (pho-
tofrin). V experimentálńı části práce je použit tetra-fenyl-porfin (TPP).

3.4 Rychlostńı konstanty pro vznik a zánik 3PS a 1O2

Ve středu našeho zájmu jsou cesty vzniku a zániku 1O2. V kapitole 3.3 byl popsán zp̊usob
vzniku 1O2 fotosensibilizačńım procesem pomoćı PS. Množstv́ı 1O2 př́ıtomné v systému je
rovněž silně ovlivněno daľśımi př́ıtomnými chemikáliemi, např. rozpouštědlem nebo tak-
zvanými zhášeči (quencher, značeno Q), což jsou látky reguluj́ıćı koncentraci a vznik 1O2,
tedy třeba právě antioxidanty.

V použitém experimentálńım uspořádáńı se k vybuzeńı PS už́ıvá pulsńıho laseru. Popǐsme
si stručně pochody, které se děj́ı ve směsi rozpouštědla, PS, Q a kysĺıku po aplikaci laserového
pulsu. Laserový puls excituje PS ze základńıho singletńıho stavu (1PS) do excitovaného sin-
gletńıho stavu 1PS∗. Část ze stav̊u 1PS∗ přejde fluorescenćı nebo vnitřńı konverźı zpět do
základńıho stavu a část přejde mezisystémovým přechodem do tripletńıho stavu 3PS, který
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má větš́ı energii než základńı stav, ale nižš́ı než 1PS∗. Tyto děje se uskutečňuj́ı v časové škále
odpov́ıdaj́ıćı době života stavu 1PS∗, čemuž př́ımo odpov́ıdá doba života fluorescence, která
čińı zpravidla řádově nanosekundy až deśıtky nanosekund [18].

Tripletńı stav 3PS, prvńı excitovaný singletńı stav 1PS∗ a základńı singletńı stav 1PS
budeme někdy pro úspornost značit po řadě T1, S1, S0.

Metastabilńı stav 3PS může přej́ıt zpět do základńıho stavu 1PS několika cestami. Každé
této cestě zániku je možné přisoudit určitou rychlostńı konstantu ki. Pro naše účely rych-
lostńı konstantu ki definujeme vztahem Ri = kiN , kde N je počet molekul v p̊uvodńım stavu
a Ri je počet rozpad̊u tohoto stavu za jednotku času po té které cestě; ki má rozměr [s−1].
Uvažujeme–li pouze zánik p̊uvodńıho stavu molekuly, lze psát d

dt
N = −N

∑
ki, řešeńım je

N(t) = exp(−t
∑

ki). Doba života τ p̊uvodńıho stavu, definovaná jako čas, za který koncen-
trace klesne na 1/e, je potom dána τ = 1/

∑
ki. Rychlostńı konstanta může rovněž záviset

např́ıklad na koncentraci nějaké chemické látky, třeba [Q]. Potom plat́ı Ri = ki[Q]N a sa-
motné ki má rozměr [M−1s−1].

V úvahu jsou vzaty následuj́ıćı cesty zániku 3PS spolu s jejich rychlostńımi konstantami:

1. kT1∆ . . . nezářivě interakćı s 3O2, molekulárńım kysĺıkem v základńım stavu, za vzniku
1O2.

2. kT1Q . . . nezářivě interakćı se zhášečem Q.

3. kT1
. . . nezářivě interakćı s rozpouštědlem a mezisystémovým přechodem s následnou

vnitřńı konverźı.

4. kT1S0
. . . nezářivě deaktivaćı základńım singletńım stavem PS.

5. kT1O2
. . . nezářivě deaktivaćı základńım stavem kysĺıku, kdy 1O2 nevzniká.

6. kT1∗
. . . zářivě fosforescenćı, tento zářivý přechod je spinově zakázán, protože se měńı

spinová multiplicita.

7. kTT . . . interakce 3PS s 3PS za vzniku základńıho stavu PS a 1PS∗, kterou nazveme
triplet-tripletovou anihilaćı. Následně může docházet ke zpožděné fluorescenci.

Fosforescenčńı přechod 3PS do 1PS je zaznamenán použitým experimentálńım zař́ızeńım.
Při prvńım procesu vzniká 1O2, který se dále postupně rozpadá (zaniká) prostřednictv́ım

obdobných proces̊u jako výše. Jsou zavedeny rychlostńı konstanty:

1. k∆T1
. . . nezářivě interakćı s S0, základńım stavem PS, za vzniku T1.

2. k∆Q . . . nezářivě interakćı se zhášečem Q.

3. k∆ . . . nezářivě interakćı s rozpouštědlem a mezisystémovým přechodem s následnou
vnitřńı konverźı.

4. k∆S0
. . . nezářivě deaktivaćı základńım singletńım stavem PS.

5. k∆O2
. . . nezářivě deaktivaćı základńım stavem kysĺıku.

6. k∆∗ . . . zářivě fosforescenćı, tento zářivý přechod je opět spinově zakázán.
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Obr. 3.2: Schéma rozpadu T1 a 1O2: Znázorněńı významu jednotlivých rychlostńıch konstant, které

jsou popsány v textu. Plná šipka označená ~ω znázorňuje absorpci, ISC (intersystem crossing)

znač́ı mezisystémový přechod. Tučná šipka znač́ı fosforescenci 1O2, kterou měř́ıme. Vytvořeno podle

obrázku z [1].

Popsané děje jsou zaneseny na obrázku 3.2. Fosforescenčńı přechody jsou v obou př́ıpadech
velmi slabé a nepod́ılej́ı se významně na zániku populace 3PS ani 1O2. Stěžejńı pro naše účely

ovšem je, že intenzita fosforescence odráž́ı okamžitou velikost populace 3PS respektive 1O2,
stejně tak jako např́ıklad intenzita radioaktivńıho zářeńı př́ımo odráž́ı počet nerozpadnutých
částic v radioaktivńım vzorku.

Časový vývoj populaćı 3PS a 1O2 ve vzorku je ř́ızen následuj́ıćımi diferenciálńımi rovni-
cemi:

d

dt
[1O2] = kT1∆[T1][

3O2] −
(
k∆T1

[S0] + k∆S0
[S0] + k∆O2

[3O2] + k∆ + k∆∗ + k∆Q[Q]
)
[1O2]

d

dt
[T1] = k∆T1

[1O2][S0] −
−

(
kT1∆[3O2] + kT1S0

[S0] + kT1O2
[3O2] + kT1

+ kT1∗
+ kT1Q[Q] + kTT[T1]

)
[T1]

Vztahy jsou téměř symetrické. V rovnićıch vystupuj́ı koncentrace [S0] a [3O2], tedy kon-
centrace základńıch stav̊u PS a kysĺıku. Při malé intenzitě excitačńıho pulsu je do stavu T1

vybuzen jen malý zlomek počtu molekul PS, stejně tak potom fotosensibilizačńım procesem
vznikne jen malé množstv́ı 1O2. Koncentrace [S0] a [3O2] lze v tomto přibĺıžeńı považovat za
konstantńı a rovné počátečńım koncentraćım, jež jsou značeny [PS] a [O2]. Rovněž koncentraci
[Q] je možno považovat během děje za konstantńı. Člen kTT vyjadřuj́ıćı triplet-tripletovou
anihilaci zřejmě narušuje linearitu rovnic, jejichž řešeńım potom nejsou jednoduše lineárńı
kombinace exponenciál. Triplet-tripletová anihilace nebude pro zjednodušeńı brána v úvahu.
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Oprávněnost uvedených přibĺıžeńı bude diskutována v kapitole 6.8. Lze potom psát

d

dt
[T1] = −KT1

[T1] + k∆T1
[1O2][PS]

d

dt
[1O2] = −K∆[1O2] + kT1∆[T1][O2] (3.3)

kde

KT1
= kT1∆[O2] + kT1O2

[O2] + kT1
+ kT1∗

+ kT1Q[Q]

K∆ = k∆T1
[PS] + k∆S0

[PS] + k∆O2
[O2] + k∆ + k∆∗ + k∆Q[Q] (3.4)

jsou konstanty shrnuj́ıćı možné cesty zániku T1 resp. 1O2. Rovnice (3.3) tvoř́ı homogenńı
soustavu dvou diferenciálńıch rovnic s konstantńımi koeficienty.

Všimněme si ale, že soustava se zjednoduš́ı, pokud bychom uvažovali k∆T1
= 0; zanedbali

bychom takzvaný zpětný přenos. Tento předpoklad je skutečně od̊uvodněný [1], což bude
diskutováno v kapitole 6.8. Konstanta KT1

se neměńı a K∆ přecháźı v

K̃∆ = k∆S0
[PS] + k∆O2

[O2] + k∆ + k∆∗ + k∆Q[Q] (3.5)

a soustava (3.3) se zjednoduš́ı na

d

dt
[T1] = −KT1

[T1]

d

dt
[1O2] = −K̃∆[1O2] + kT1∆[T1][O2] . (3.6)

Koncentrace [T1] pouze ubývá ze svoj́ı počátečńı hodnoty dané excitaćı laserovým pulsem.
Excitace laserem je považována v porovnáńı s ostatńımi ději za okamžitou a uvedené di-
ferenciálńı rovnice tento děj nijak nezachycuj́ı. Pro představu, doba trváńı pulsu je 7 ns a
typické doby života 1O2 jsou řádově µs až deśıtky µs. V experimentu nav́ıc prvńıch cca
100 ns signálu neńı v̊ubec vyhodnocováno, jak bude vysvětleno později.

Doby života 1O2 resp. T1 jsou dány jako převrácené hodnoty konstant K∆ resp. KT1
,

neboli

τ∆ =
1

K∆
τT1

=
1

KT1

. (3.7)

V kapitole 2.5 bylo zmı́něno, že zhášeńı karoteny je často omezeno rychlost́ı difuze. Pokud
by každá srážka molekuly zhášeče a zhášené molekuly vedla k zániku zhášené molekuly, pak by
rychlost zhášeńı byla omezena pouze rychlost́ı difuse molekul v roztoku. Teoretickou hodnotu
rychlostńı konstanty odpov́ıdaj́ıćıho procesu lze přibližně odhadnout Debyovým vztahem

kdif =
8RT

3η
, (3.8)

kde R je univerzálńı plynová konstanta, T teplota a η viskozita rozpouštědla [29]; hodnota
kdif je v textu rovněž označována jako difusńı limita. Vztah (3.8) je odvozen ze Stokesovy-
Einsteinovy formule za velmi zjednodušuj́ıćıch předpoklad̊u, poskytuje ovšem relativně uspo-
kojivý odhad kdif . V př́ıpadě, že velikost molekuly zhášeče či zhášené látky je výrazně menš́ı
než velikost molekuly rozpouštědla, jak je tomu třeba pro molekulu 1O2, Nepraš a Titz [29]
doporučuj́ı namı́sto (3.8) použ́ıt vztah

kdif =
4RT

η
. (3.9)

Lakowicz [25] ovšem uvád́ı, že uvedené vztahy mohou podhodnocovat difusńı limitu pro malé
molekuly, jako je právě kysĺık.
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3.5 Časový vývoj koncentrace 1O2 po excitačńım pulsu

Pokusme se na základě teoretického modelu určit, jak bude vypadat časový pr̊uběh fosfo-
rescence 1O2 a 3PS po aplikaci laserového pulsu. Snažme se také zjistit, jak z naměřených
hodnot źıskat rychlostńı konstanty zhášećıch proces̊u prob́ıhaj́ıćıch po vybuzeńı PS do tri-
pletńıho stavu.

Př́ıpad k∆T1
= 0

Po aplikaci krátkého laserového pulsu v čase t = 0 dostaneme určitou koncentraci [T1] tri-
pletńıch stav̊u PS v roztoku. Populace T1 zaniká r̊uznými kanály, jak bylo uvedeno výše,
přičemž jedńım z kanálu je interakce s 3O2 vedoućı ke vzniku 1O2. Koncentrace T1 je dána
exponenciálńım poklesem podle vztahu

[T1](t) = [T1]0e
−KT1

t , t > 0 ,

kde [T1]0 je koncentrace 3PS těsně po excitaci laserem v čase 0. Rychlost vzniku 1O2, kterou
poṕı̌seme funkćı f(t), je dána

t > 0, f(t) = kT1∆[T1] = kT1∆[T1]0e
−KT1

t .

t < 0, f(t) = 0 .

Vzniklý 1O2 se poté opět exponenciálně rozpadá r̊uznými kanály, přičemž rozpadová funkce
g(t), vyjadřuj́ıćı pravděpodobnost přežit́ı po čas t od vzniku, je určena vztahem

t > 0, g(t) = e−
eK∆t ,

t < 0, g(t) = 0 .

Koncentrace [1O2](t) je dána konvolućı funkćı f(t) a g(t). Lze proto psát

[1O2](t) = f(t) ∗ g(t) =

∫
∞

−∞

f(τ)g(t− τ)dτ = g(t)

∫ t

0

f(τ)g(−τ)dτ ,

kde při úpravě integračńıch meźı bylo využito nulovosti funkćı f, g v záporných časech. Dále
dosad́ıme za f a g, uprav́ıme a integrál spočteme.

[1O2](t) = [T1]0kT1∆e−KT1
t ∗ e−

eK∆t = [T1]0kT1∆e−
eK∆t

∫ t

0

e( eK∆−KT1
)tdτ

= [T1]0
kT1∆

K̃∆ − KT1

e−
eK∆t(e( eK∆−KT1

)t − 1)

= [T1]0
kT1∆

KT1
− K̃∆

(e−
eK∆t − e−KT1

t) . (3.10)

Ke stejnému vztahu pro [1O2](t) lze samozřejmě snadno doj́ıt i řešeńım (3.6), homogenńı
soustavy lineárńıch diferenciálńıch rovnic 1.̌rádu.

Přesně vzato, koncentrace T1 v čase neńı ani při zanedbáńı zpětného přenosu dána
jednoduše exponenciálńım poklesem, ale dokonce konvolućı tř́ı funkćı, konkrétně konvolućı
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časového pr̊uběhu excitačńıho pulsu, časového pr̊uběhu vzniku T1 z S1 a konečně expo-
nenciálńıho zániku T1. Na experimentem zkoumaných časových škálách lze však koncentraci
T1 považovat za jednoduše exponenciálně klesaj́ıćı.

Je zřejmé, že naměřeńım časového pr̊uběhu fosforescence 1O2 při r̊uzných koncentraćıch
[Q], [O2], [PS] lze fitováńım podle modelu (3.10) źıskat hodnoty K∆ a KT1

v závislosti na
těchto koncentraćıch. Následným fitováńım závislost́ı K∆([Q]), K∆([PS]), KT1

([O2]) aj. podle
modelu (3.4) je možno spoč́ıst daľśı jednotlivé rychlostńı konstanty. Experimentu je omezen
jen na změnu [Q] a je pak možno spoč́ıst pouze konstanty k∆Q, kT1Q a porovnat je s celkovými
K∆ a KT1

.

Př́ıpad k∆T1
6= 0

Řešeńım p̊uvodńı soustavy (3.3) dostáváme

[1O2](t) =
[T1]t=0kT1∆[O2]

λT1
− λ∆

(e−λ∆ − e−λT1 )

T1(t) =
[T1]t=0

λT1
− λ∆

(
(λT1

− K∆)e−λT1 − (K∆ − λ∆)e−λ∆

)
(3.11)

λT1,∆ =
1

2
(KT1

+ K∆ ±
√

(KT1
− K∆)2 + 4kT1∆k∆T1

[O2][PS]

odkud lze vyjádřit

KT1
=

1

2

(
λT1

+ λ∆ +
√

(λT1
− λ∆)2 − 4x

)

K∆ =
1

2

(
λT1

+ λ∆ −
√

(λT1
− λ∆)2 − 4x

)
,

kde x = kT1∆k∆T1
[O2][PS]. Striktně vzato, bez znalosti x nelze pouze z λT1

, λ∆ určit kon-
stanty K∆, KT1

. Jak postupovat při započteńı zpětného přenosu je rozebráno v [1]. Pokud
4x ≪ (λT1

− λ∆)2, potom K∆ ≈ λT1
, KT1

≈ λ∆ .
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Kapitola 4

Experimentálńı uspořádáńı

Experimentálńım ćılem práce je vygenerovat v kyvetě singletńı kysĺık pomoćı fotosensibi-
lizátoru, který je aktivován laserem, a následně změřit časový pr̊uběh (kinetiku) luminiscence
1O2 a PS, které jsou spektrálně odděleny.

Na obrázku 4.1 je vidět zjednodušené schema měř́ıćı aparatury pro měřeńı časové a
spektrálně rozlǐsené luminiscence v infračervené oblasti. Excimerový laser ATLEX-500i (ATL
Lasertechnik) čerpá pulsńı barvivový laser FL1000 (Lambda Physik, barvivo Stilben 3), který
emituje UV svazek na vlnové délce 420 nm. Délka pulsu je 7 ns, energie před vstupem do
vzorku se pohybuje v okoĺı 20 µJ, opakovaćı frekvence 400 Hz.

Vlnová délka emitovaná laserem lež́ı v oblasti maximálńı absorpce TPP a je tak vhodná
pro jeho aktivaci. Laserový svazek je spojnou čočkou zaostřen do kyvety (10 mm × 10 mm),
přičemž do ńı vstupuje opticky leštěným dnem zespoda svislým směrem . Část svazku se od
spojné čočky odráž́ı na fotocitlivou PIN diodu. Na PIN diodě, která má velmi krátkou časovou
konstantu (řádově několik ns) se pomoćı osciloskopu měř́ı napět́ı. Signál z PIN diody slouž́ı
k synchronizaci měřeńı, jak bude uvedeno dále. Laserový puls v kyvetě excituje PS a přenosem
excitačńı energie dojde ke vzniku 1O2. Po aplikaci pulsu docháźı k fosforescenci 3PS a 1O2

v kyvetě. Fosforescenčńı fotony jsou soustavou čoček sb́ırány a zaostřovány a procháźı dvojićı
dlouhovlnných filtr̊u (Schott RG 7). Mř́ıžkovým monochromátorem (Jobin-Yvon H20IR) je
z fosforescence vybrána požadovaná měřená vlnová délka.

Fosforescence 1O2 a 3PS je tak slabá, že jej́ı měřeńı vyžaduje č́ıtáńı jednotlivých foton̊u, a
proto světlo dále skrz optickou soustavu putuje do fotonásobiče (Hamamatsu R5509) citlivého
v IR oblasti, který je kapalným duśıkem chlazen na −80 ◦C. Impulsy z fotonásobiče procháźı
přes předzesilovač a následně jsou č́ıtány multikanálovým č́ıtačem Becker-Hickl MSA 200
po dobu 300 µs s 5 ns časovým oknem. Časový pr̊uběh luminiscence je načten dvěstěkrát,
načež jsou data odeslána do PC a č́ıtáńı zač́ıná znovu. Pro každou měřenou vlnovou délku
je načteno 10000 časových pr̊uběh̊u luminiscence, které jsou poté sečteny a tvoř́ı výsledek
měřeńı. Celý proces sběru dat je zahájen synchronizačńım pulsem od PIN diody.
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Obr. 4.1: Schéma aparatury pro měřeńı luminiscence 1O2: Excimerový laser ATLEX 500i, barvi-

vový laser FL1000, T je PIN dioda, C kyveta, F dlouhovlnný filtr, monochromátor H20, PM je

fotonásobič, P předzesilovač, č́ıtač MSA 200. V kyvetě fotosensibilizaćı vzniká 1O2, jehož slabá IR

luminiscence je měřena.
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Kapitola 5

Materiály a př́ıprava vzork̊u

5.1 Př́ıprava roztok̊u

Pro měřeńı byla připravena řada roztok̊u obsahuj́ıćıch TPP, kysĺık a proměnnou koncentraci
β-karotenu. Jako rozpouštědlo byl použit tetrahydrofuran (THF), výrobce Fluka, čistota
pro UV spektroskopii. Množstv́ı rozpuštěného kysĺıku odpov́ıdá rovnováze se vzduchem (cca
2 mM [15]). THF je použit proto, že se v něm dobře rozpoušt́ı jak TPP, tak β-karoten. Bylo
připraveno 7 roztok̊u s proměnnou koncentraćı β-karotenu (ampule Sigma Aldrich, katalogové
označeńı C4582, čistota > 95%, syntetický), a to 0, 5, 10, 20, 30, 40 a 50 µM. Ve všech
př́ıpadech roztoky obsahuj́ı 100 µM TPP (Frontier Scientific, katalogové označeńı T614).

Nejprve byl připraven 200 µM roztok TPP v THF. Při př́ıpravě roztoku β-karotenu
je třeba postupovat opatrně, vzhledem k jeho tendenci k postupnému rozkladu. Obsah
5 mg ampule β-karotenu byl rozpuštěn v 5 ml THF. Vzniklý roztok byl pomoćı mikropi-
pety rovnoměrně rozdělen do pěti mikrozkumavek typu Eppendorf. Roztoky určené pro
pozděǰśı měřeńı byly vysušeny stlačeným duśıkem a v mikrozkumavkách z̊ustalo dobře defi-
nované množstv́ı krystalického β-karotenu, který je stáleǰśı než v roztoku; β-karoten byl opět
rozpuštěn v THF až těsně před př́ıpravou výsledného roztoku. Do kyvety byl odpipetován
1 ml zásobńıho 200 µM roztoku TPP, bylo přidáno potřebné množstv́ı roztoku β-karotenu
a doplněno do množstv́ı 2 ml čistým THF. Chyba v př́ıpravě koncentrace β-karotenu byla
odhadnuta přibližně na 1%.

5.2 Spektrálńı vlastnosti použitých látek

β-karoten vykazuje charakteristický absorpčńı pás (cca 400 nm až 550 nm) s vibračńı struktu-
rou odpov́ıdaj́ıćı absorpci do stavu S2. Jednofotonový přechod mezi S0 a S1 (∼ 830 nm [3]) je
zakázaný. Stav S2 přecháźı velice rychle vnitřńı konverźı do S1 a ten opět rychlým přechodem
(∼ ps) do S0. Velmi malý kvantový výtěžek fluorescence se pohybuje v řádech 10−5 [3,10,14],
emise vykazuje slabý Stokes̊uv posun. Fosforescence β-karotenu je rovněž slabá a na vlnové
délce λ = (1360 ± 40) nm [26], prvńı excitovaný triplet karotenu má tak v souladu s kapito-
lou 2.5 menš́ı energii než prvńı singlet kysĺıku.

TPP vykazuje nejsilněǰśı absorpci v oblasti okolo 420 nm a fosforescenčńı emisi mezi
800 nm a 900 nm [21], což odpov́ıdá přechodu z T1 do S0. Maximum fosforescence 1O2 se
objevuje v okoĺı 1278 nm. Pro selekci vlnové délky při měřeńı je užita difrakčńı mř́ıžka.
Fosforescence TPP ani β-karotenu do měřeńı na 1278 nm nezasahuje, stejně tak vyšš́ı difrakčńı
řády. Částečně by luminiscence 1O2 mohla být překryta druhým či třet́ım řádem fluorescence
β-karotenu a TPP, doba života fluorescence je však zanedbatelně krátká oproti zkoumaným
časovým škálám.
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Kapitola 6

Výsledky měřeńı a diskuse

6.1 Experimentálńı protokol

Pro každý vzorek bylo provedeno měřeńı na dvou rozsaźıch vlnových délek. Nejprve byl vzorek
podroben měřeńı na vlnových délkách 1242 nm až 1306 nm, tedy v okoĺı maxima fosforescence
1O2, s krokem 4 nm, dále bylo provedeno měřeńı na širš́ım rozsahu 750 nm až 1350 nm s kro-
kem 16 nm, kde se objevuje i fosforescence TPP. Časová závislost luminiscence s 5 ns časovým
rozlǐseńım, hlavńı výstup měřeńı, byla źıskána postupem popsaným v kapitole 4.

Po dobu 110 ns nebyl detekován žádný impuls, tato doba budiž označena jako t0. Měřeńı
se totiž spoušt́ı v okamžiku, kdy fotodioda zaznamená laserový puls. Jedná se o rychlou PIN
diodu a celková prodleva mezi začátkem laserového pulsu a začátkem měřeńı je maximálně
v řádu jednotek ns. Pr̊uchod signálu mezi katodou a anodou fotonásobiče již ovšem neńı
tak rychlý, což zp̊usobuje zmı́něné zpožděńı, které však neńı nikterak na závadu. Čas t0 je
charakteristický pro měř́ıćı aparaturu a nezáviśı na měřeném vzorku.

Počátek časové osy, časová nula, je posunut do okamžiku, kdy zač́ıná být přij́ımán signál
luminiscence, tedy 110ns po startovńım signálu.

Mezi časy t = 0 ns až cca t = 30 ns byl naměřen velmi silný signál pocházej́ıćı z fluorescence
látek ve směsi a rozptýleného zářeńı excitačńıho laseru. V čase 0 ns již samozřejmě zač́ınaly
být detekovány i fotony pocházej́ıćı z fosforescence 1O2, signál fosforescence byl však překryt
mnohem silněǰśı fluorescenćı, která ale rychle dohaśıná. V grafu 6.1 je zanesen signál během
prvńıch 2 µs v logaritmické škále.

Celková doba nač́ıtáńı signálu po excitačńım pulsu činila 300 µs. V druhé polovině tohoto
intervalu bylo již zpravidla detekováno pouze pozad́ı, protože čas řádově stovky µs je výrazně
větš́ı než doba života 1O2, která čińı v př́ıpadě bez zhášeče přibližně 17 µs, jak se ukáže později.
Úroveň pozad́ı byla ńızká a činila v pr̊uměru asi jeden impuls za 500 ns.

Časová závislost luminiscence byla měřena pro 7 r̊uzných koncentraćı β-karotenu, a to 0,
5, 10, 20, 30, 40 a 50 µM. Pro každou koncentraci β-karotenu lze dostat 3D graf závislosti
intenzity na vlnové délce a čase, př́ıklady je vidět v grafech 6.2, 6.3, 6.4. V grafu 6.2 je v měřené
spektrálńı oblasti patrný jednak široký pás fosforescence 3PS mezi vlnovými délkami 800 nm
a 1100 nm, která rychle dohaśıná, jednak užš́ı pás fosforescence 1O2, která má znatelně deľśı
dobu života. Z grafu 6.3 je zřejmé zkráceńı doby života 1O2 při vyšš́ı koncentraci β-karotenu,
graf 6.4 poskytuje detail fosforescence 1O2. Vykreslená data nejsou z d̊uvodu názornosti graf̊u
opravena na citlivost spektrometru.

Graf 6.5 zobrazuje spektrum fosforescence jak 3PS, tak 1O2, přičemž naměřená data jsou
opravena na spektrálńı citlivost aparatury. Vynesené hodnoty odpov́ıdaj́ı intenzitě fosfo-
rescence v jej́ım maximu, která je určena na základě modelových funkćı proložených ki-
netikami fosforescence, do zpracováńı jsou zahrnuty i kinetiky pro nenulovou koncentraci
β-karotenu.

27



 1

 10

 100

 1000

 10000

 0  0.5  1  1.5  2

In
te

nz
ita

 lu
m

in
is

ce
nc

e 
[p

ul
sy

]

čas [µs]

Graf 6.1: Prvńı 2µs signálu při měřeńı luminiscence 1O2 v logaritmické škále, měřeno pro λ =

1278nm a nulovou koncentraci β-karotenu: Prvńıch 100 ns nebyl detekován žádný signál, poté byla

pozorována silná fluorescence roztoku a rozptýlené zářeńı, po jej́ım dohasnut́ı byla patrná fosfo-

rescence 1O2, která měla zpočátku nar̊ustaj́ıćı charakter.
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Graf 6.2: Časově a spektrálně rozlǐsená luminiscence vzorku, [β–karoten] = 0µM: Vykreslováńı
zač́ıná v čase 100 ns, pro potlačeńı koĺısáńı naměřených hodnot intenzity luminiscence jsou data
vždy zpr̊uměrována v rámci pěti časových okének, tedy pětadvaceti ns. Je patrné dlouhé dohaśınáńı
fosforescence 1O2 v okoĺı 1278 nm a mnohem kraťśı dohaśınáńı fosforescence 3PS v okoĺı 900 nm.
Vykreslená data nejsou z d̊uvodu názornosti obrázku opravena na citlivost spektrometru.
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Graf 6.3: Časově a spektrálně rozlǐsená luminiscence vzorku, [β–karoten] = 50µM: Je vidět evi-
dentně zkrácená doba života luminiscence 1O2, v dané časové škále lze pozorovat také fosforescenci
3PS. Vykreslená data nejsou z d̊uvodu názornosti obrázku opravena na citlivost spektrometru.
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Graf 6.4: Časově a spektrálně rozlǐsená luminiscence vzorku, [β–karoten] = 50µM, detail luminis-
cence 1O2.
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Graf 6.5: Poměrná intenzita fosforescence v jej́ım maximu v závislosti na měřené vlnové délce.

Hodnota intenzity fosforescence v jej́ım maximu je určena na základě modelových funkćı proložených

kinetikami fosforescence. Spektrum fosforescence 1O2 je vynásobeno 200× a proloženo Gaussovou

funkćı, spektrum fosforescence 3PS je proloženo kubickou interpolačńı křivkou.

6.2 Luminiscence 1O2 – měřeńı v rozsahu 1242 nm až

1306 nm

Zaměřme se na prvńı sadu měřeńı z rozmeźı 1242 nm až 1306 nm s krokem 4 nm. V daném
rozsahu vlnových délek se objevuje fosforescence 1O2. Pro časový pr̊uběh fosforescence byl
na základě teoretického modelu źıskán vztah (3.10) na straně 22; bude použit model se za-
nedbáńım zpětného přenosu. Naměřené kinetiky fosforescence 1O2 jsou proto fitovány funkćı

f(t) = N(e−t/τ∆ − e−t/τT1 ) , (6.1)

přičemž fitovaćı parametry jsou N , τT1
, τ∆. Parametry τT1

a τ∆ odpov́ıdaj́ı, za předpokladu
τT1

< τ∆, po řadě době života 3PS a 1O2, jak bylo ukázáno v kapitole 3.4. Fitovaćı parametr
τT1

bude někdy nazýván dobou nár̊ustu kysĺıku. Pokud τT1
> τ∆, význam parametr̊u se

prohod́ı, jak plyne z (3.10).
Kinetiku neńı možno fitovat od času t = 0 kv̊uli rušivému signálu fluorescence. Graf 6.6

vyobrazuje naměřenou kinetiku luminiscence vzorku bez β-karotenu na vlnové délce 1278 nm,
nafitovanou podle modelu (6.1) při počátečńım čase fitováńı 250 ns. Lze odhadnout, že je
možné zač́ıt fitovat v čase tfit ≈ 100 ns, který lze použ́ıt pro všechna měřeńı bez ohledu na
vlnovou délku a koncentraci β-karotenu.

Doba života fosforescence 1O2 v roztoku bez β-karotenu je přibližně 17 µs, při předpokladu
exponenciálńıho poklesu śıla signálu klesne pod úroveň 10−3 impuls̊u v časovém okénku pro
t > 200 µs. V intervalu od 200 µs do 300 µs bylo naměřeno cca n = 200 impuls̊u, úroveň
signálu byla tedy 10−2 impuls̊u v časovém okénku a lze ji považovat za pozad́ı. Počet impuls̊u
pozad́ı v určitém časovém intervalu je Poissonovsky rozdělený s odchylkou rovnou

√
n, což

30



 0

 20

 40

 60

 80

 100

 0  0.1  0.2  0.3  0.4  0.5

In
te

nz
ita

 lu
m

in
is

ce
nc

e 
[p

ul
sy

]

čas [µs]

Graf 6.6: Předběžný fit odečtený od naměřené kinetiky luminiscence 1O2: Plnou čarou je znázorněna

naměřená kinetika luminiscence vzorku bez β-karotenu na vlnové délce 1278 nm, čárkovaně fit podle

modelu (6.1) při počátečńım čase fitováńı 250 ns, tečkovaně rozd́ıl naměřených dat a nafitované

funkce.
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Graf 6.7: Typický měřený signál fosforescence 1O2 pro λ = 1278nm a 30µM β-karotenu: Červeně je

znázorněna naměřená kinetika fosforescence, zeleně fit podle modelu (6.1), modře rozd́ıl naměřených

dat a nafitované funkce. Model dobře odpov́ıdá naměřeným dat̊um.
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se experimentálně potvrdilo při analýze velkého množstv́ı kinetik. Počet luminiscenčńıch
impuls̊u zaznamenaných v jednom časovém okénku je zřejmě také Poissonovsky rozdělený,
což bylo ověřeno porovnáńım počtu impuls̊u v několika sousedńıch okénkách. Hodnota pozad́ı
byla spočtena pro každou kinetiku zvlášt’ a před fitováńım podle (6.1) byla odečtena od
naměřeného signálu. Úroveň pozad́ı byla ńızká a neměnila se výrazně se změnou λ.

Pro každou koncentraci β-karotenu byly naměřeny kinetiky fosforescence 1O2 na r̊uzných
vlnových délkách. Typický časový pr̊uběh signálu je vidět v grafu 6.7. Signál fosforescence 1O2

(viz graf 6.5) je nejsilněǰśı pro vlnovou délku λ = (1277,5± 0,5) nm, přičemž tato hodnota je
vypočtena fitováńım źıskaného spektra fosforescence Gaussovou funkćı. Pro daľśı zpracováńı
byly použity signály v rozmeźı 1258 nm až 1298 nm, což je dohromady 11 r̊uzných vlnových
délek.

6.3 Doba života 1O2 určená z kinetik fosforescence 1O2

Parametry τ∆, odpov́ıdaj́ıćı době života 1O2 a źıskané fitováńım kinetik fosforescence 1O2

podle (6.1), vykazuj́ı v př́ıpadě nenulové koncentrace β-karotenu systematický nár̊ust s vl-
novou délkou. Ve skutečnosti se jedná o nár̊ust s dobou měřeńı, což je zp̊usobeno degradaćı
karotenu v pr̊uběhu měřeńı. Tento jev je bĺıže diskutován v kapitole 6.7. Závislost τ∆ na vl-
nové délce při pevné koncentraci β-karotenu je znázorněna v grafu 6.8. Doba života 1O2 pro
každou koncentraci β-karotenu byla spočtena extrapolaćı k nulové době měřeńı z hodnot τ∆

naměřených na r̊uzných vlnových délkách a tedy zároveň v r̊uzných časech. Výsledná extra-
polovaná hodnota byla źıskána váženou lineárńı regreśı závislosti τ∆ na pořad́ı měřeńı, váženo
bylo převrácenou hodnotou chyby parametru. Chyba výsledné doby života 1O2 byla určena
jako chyba absolutńıho parametru zmı́něné lineárńı regrese. Rovněž byla započtena chyba
vyplývaj́ıćı z volby počátečńıho času fitováńı, jehož optimálńı hodnota neńı přesně známa;
porovnáńım nafitovaných parametr̊u při r̊uzných volbách počátku fitováńı byla odpov́ıdaj́ıćı
chyba odhadnuta na 0,02 µs.

Graf 6.9 a tabulka 6.1 na straně 36 zobrazuj́ı závislost τ∆ doby života 1O2 na koncen-
traci β-karotenu ([β-karoten]). Doba života 1O2 v THF při nulové koncentraci β-karotenu
byla určena τ∆ = (17,35 ± 0,05) µs. Hurst a kol. uvád́ı dobu života 1O2 v THF při použit́ı
TPP k senzibilizaci rovnu 20 µs [17]. Základńı singletńı stav TPP rovněž p̊usob́ı jako zhášeč.
V acetonu byla změřena rychlostńı konstanta pro zhášeńı základńım singletńım stavem TPP,
k∆S0

= (8,9 ± 1,5) × 106 M−1s−1 [20]. Za předpokladu, že k∆S0
pro THF a pro aceton jsou

srovnatelné, pro 100 µM TPP v THF se zhášeńı singletem TPP se pod́ıĺı jen méně než dvěma
procenty na celkovém zániku 1O2 (viz kapitolu 6.4) a nebylo by možné takto vysvětlit rozd́ıl
naměřené doby života 1O2 a hodnoty uváděné v [17]. Pro zjǐstěńı spolehlivěǰśı hodnoty doby
života 1O2 v THF by však bylo třeba změřit závislost τ∆ na koncentraci TPP a extrapolovat
k nulové koncentraci. Doba života 1O2 záviśı také na koncentraci kysĺıku, opět by bylo třeba
změřit závislost τ∆ na koncentraci kysĺıku, což je však poměrně experimentálně náročné.

6.4 Zhášećı rychlostńı konstanta 1O2 pro β -karoten

V předešlé kapitole byla určena doba života τ∆ singletńıho kysĺıku v závislosti na koncen-
traci β-karotenu. V grafu 6.10 je vynesena převrácená hodnota doby života 1/τ∆, jež dle
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Graf 6.8: Závislost doby života 1O2 na vlnové délce pro vybrané koncentrace β-karotenu 0µM, 5µM
a 50µM. Pro nulovou koncentraci prokládáme data pr̊uměrem, při nenulové koncentraci β-karotenu

prokládáme př́ımkou.
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Graf 6.9: Doba života 1O2: Patrně klesá s koncentraćı β-karotenu, proloženo hyperbolou.
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Graf 6.10: Převrácená doba života 1O2 v závislosti na koncentraci β-karotenu: Závislost je proložena

lineárńı funkćı, směrnice odpov́ıdá zhášećı konstantě k∆Q.
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kapitoly 3.4 odpov́ıdá
1/τ∆ = K̃∆ = K0

∆ + k∆Q[Q] , (6.2)

kde K0
∆ je rychlostńı konstanta zániku 1O2 bez př́ıtomnosti Q a jedná se tak o tvar Stern–

Volmerovy rovnice. Konstanta K̃∆ je podle použitého teoretického modelu lineárńı v [Q], což
i potvrzuj́ı naměřené hodnoty, které lze obstojně proložit př́ımkou K0

∆ + k∆Q[Q], jak je vidět
v grafu 6.10. Měřeńı pro [Q] = 5 µM a [Q] = 20 µM se odchyluj́ı od proložené př́ımky; je
možné, že došlo k chybě v př́ıpravě koncentrace β-karotenu či jinému nepř́ıznivému efektu.
Z linearity závislosti zhášećı konstanty k∆Q na koncentraci β-karotenu plyne, že zhášeńı
singletńıho kysĺıku β-karotenem je bimolekulárńı proces.

Byly určeny hodnoty rychlostńıch konstant

k∆Q = (10,9 ± 0,2) × 109 M−1s−1

K0
∆ = (57,6 ± 0,2) × 103 s−1 ,

Je vidět, že již pro koncentrace kolem 5 µM se zhášeńı β-karotenem pod́ıĺı přibližně 50% na
zániku 1O2, pro koncentraci 50 µM se pod́ıĺı již 90%.

Na základě měřeńı je možno usoudit, že β-karoten se skutečně chová jako antioxidant.
Nielsen a kol. uváděj́ı hodnotu k∆Q = 13,0×109 M−1s−1 naměřenou v benzenu. Uvážeńım, že
zhášećı konstanta k∆Q je přibližně nepř́ımo úměrná viskozitě rozpouštědla [30], lze po korekci
na viskozitu THF spoč́ıst k∆Q = 10,3×109 M−1s−1, což je hodnota bĺızká té v práci změřené.
Difusńı limita pro THF při teplotě 300K vycháźı dle vztahu (3.9) kdif = 21 × 109 M−1s−1,
změřená hodnota k∆Q je tedy řádově srovnatelná.

Koncentrace β-karotenu v lidském séru se pohybuje v okoĺı 1 µM [4], silně však záviśı
na výživě a konkrétńım jedinci. Pokud by byla v měřeném roztoku koncentrace β-karotenu
pouze 1 µM, bude se na zhášeńı pod́ılet zhruba šestnácti procenty. Celková rychlost zániku
1O2 záviśı samozřejmě silně na rozpouštědle a ostatńıch obsažených látkách. Doba života 1O2

v THF a acetonu bez př́ıtomnosti antioxidantu se např́ıklad lǐśı přibližně dvojnásobně [37].
V živém organismu nelze očekávat ani jedno z těchto rozpouštědel a nav́ıc je zde obsaženo
mnoho daľśıch látek. Předpokládá se, že antioxidačńı účinky β-karotenu mohou r̊ust syner-
gickým efektem v př́ıtomnosti jiných antioxidant̊u [35]. Karoten se preferenčně shromažd’uje
v membránách a lipidových tkáńıch, které chráńı a kde je jeho koncentrace zvýšená. Přestože
jsou pochody in vivo mnohem komplikovaněǰśı a komplexněǰśı než in vitro, na základě in

vitro změřené rychlostńı konstanty lze usoudit, že i v koncentraćıch běžných v lidském těle
má β-karoten potenciál být účinným zhášečem 1O2.

6.5 Doba života 3PS určená z kinetik fosforescence 1O2

Doba života τT1
je určena na základě fitováńı kinetik fosforescence 1O2 podle modelu (6.1),

který je probrán v kapitole 6.2. Takto určená doba života 3PS se označuje rovněž jako doba
nár̊ustu 1O2. Na rozd́ıl od τ∆, závislost τT1

na době měřeńı neńı patrná. Výsledné hodnoty τT1

pro r̊uzné koncentrace β-karotenu jsou spočteny jako vážený pr̊uměr parametr̊u τT1
určených

z kinetik fosforescence 1O2 pro danou koncentraci a r̊uzné vlnové délky, přičemž váhy od-
pov́ıdaj́ı převrácené hodnotě chyby parametr̊u.

V grafu 6.11 je vidět, že při změně koncentrace β-karotenu nenastává žádný pozorovatelný
trend ve změně τT1

. Hodnotu kT1Q nelze z naměřených dat spolehlivě určit, lze jen ř́ıci, že
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Graf 6.11: Doba života 3PS v závislosti na koncentraci β-karotenu určená z kinetik luminiscence
1O2. Nepozorujeme závislost doby života 3PS na koncentraci β-karotenu. Značky udávaj́ı hodnoty

zpr̊uměrované přes měřené vlnové délky, přerušovaná čára vyznačuje pr̊uměr.

[β–karoten] τ∆ τT1

[ µM] [ µs] [ µs]
0 17,35 ± 0,05 0,30 ± 0,01
5 10,41 ± 0,10 0,30 ± 0,02
10 5,99 ± 0,08 0,29 ± 0,02
20 4,26 ± 0,07 0,31 ± 0,02
30 2,52 ± 0,08 0,31 ± 0,03
40 2,07 ± 0,08 0,31 ± 0,02
50 1,58 ± 0,06 0,29 ± 0,02

Tabulka 6.1: Doby života 1O2 a tripletu PS na základě fitováńı kinetik luminiscence 1O2 dle
vztahu (6.1).

je malá oproti KT1
. Na tomto mı́stě je třeba si uvědomit, že i nejvyšš́ı použitá koncentrace

β-karotenu v roztoku je přibližně čtyřicetkrát menš́ı než koncentrace rozpuštěného kysĺıku.
TPP fotosensibilizuje 1O2 s kvantovým výtěžkem 0,65 ± 0,05 [22] a touto cestou je tud́ıž
triplet TPP účinně zhášen. Nav́ıc molekula kysĺıku je malá oproti molekule β-karotenu a
rychlost jej́ı difuse bude větš́ı. I v př́ıpadě, že by rychlostńı konstanta kT1Q zhášeńı tripletu
TPP β-karotenem byla omezena pouze rychlost́ı difuse, bude kT1Q[Q] mnohonásobně menš́ı
oproti kT1∆ pro měřené koncentrace β-karotenu a zhášeńı tripletu TPP β-karotenem nebude
možné v provedeném experimentu kvantifikovat ani pozorovat, nebot’ jeho vliv bude pod
úrovńı chyby měřeńı.

Váženým pr̊uměrováńım parametr̊u τT1
přes r̊uzné koncentrace i vlnové délky bylo určeno

τT1
= (0,30 ± 0,01) µs ,

kde chyba odpov́ıdá 95% hladině spolehlivosti a byla do ńı započtena odhadovaná nepřesnost
0, 005 µs vyplývaj́ıćı z volby počátečńıho času fitováńı, jehož optimálńı hodnota neńı přesně
známa. Převrácená hodnota τT1

, rychlostńı konstanta zániku 3PS, vycháźı

KT1
= (3,3 ± 0,1) × 106 s−1
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6.6 Doba života 3PS určená z kinetik fosforescence 3PS

Kinetiky luminiscence vzorku byly rovněž měřeny v rozsahu vlnových délek 750 až 1342 nm.
Dobu života 3PS je možné určit př́ımo na základě kinetik fosforescence 3PS, jež se objevuje
v rozsahu přibližně od 800 nm do 1100 nm. V grafu 6.5 na straně 30, kde jsou data opravena
na spektrálńı citlivost aparatury, si lze všimnout, že maximálńı intenzita fosforescence 3PS
nastává pro vlnové délky v okoĺı 814 nm.

Kinetiky fosforescence 3PS byly nafitovány jen jednoexponenciálńım poklesem dle (3.5)
funkćı

f(x) = Ne−t/τT1 (6.3)

Jednoexponenciálně byla data fitována jen ve spektrálńı oblasti 800 nm až 1100 nm, kde je
signál fosforescence 3PS dostatečně silný. Kv̊uli oř́ıznut́ı fluorescence PS je opět počátek
fitováńı posunut do času t = 100 ns. Podobným zp̊usobem jako výše byla určena a odečtena
hodnota pozad́ı.

Graf 6.12 shrnuje výsledky měřeńı doby života 3PS. Pro každou koncentraci β-karotenu
je vynesena závislost doby života τT1

na vlnové délce. Pro všechny koncentrace β-karotenu,
včetně nulové, je pozorovatelný nezanedbatelný nár̊ust doby života s vlnovou délkou emise.
Tento jev lze vysvětlit následovně. 3PS je v roztoku zastoupen ve dvou (či v́ıce) r̊uzných
formách. Každá forma 3PS má přitom odlǐsnou dobu života a jiný profil spektra fosfo-
rescence. Na vyšš́ıch vlnových délkách je pak vyšš́ı pod́ıl luminiscence déle žij́ıćı formy. Jedńım
z možných vysvětleńı existenci v́ıce forem 3PS by mohl být efekt agregace.

Kinetiky fosforescence 3PS je pak třeba fitovat jako součet dvou exponenciálńıch pokles̊u

f(x) = Ne−t/τT1 + N ′e−t/τ ′

T1 , (6.4)

kde τT1
a τ ′

T1
znač́ı po řadě doby života krátce a déle žij́ıćı formy 3PS. Aby fit nebyl ovlivněn

silnou fluorescenćı, data byla fitována opět až od času t = 100 ns. Grafy 6.13 a 6.14 zobrazuj́ı
závislost doby života τT1

a τ ′

T1
na koncentraci [Q].

Pro každou koncentraci β-karotenu byl vypočten pr̊uměr z fitovaćıch parametr̊u źıskaných
na r̊uzných vlnových délkách, vážených převrácenou hodnotou chyby fitu. Fitovaćı parame-
try N , N ′ vypov́ıdaj́ı o zastoupeńı jednotlivých forem, výraz q = N ′/(N + N ′) udává pod́ıl
déle žij́ıćı formy na počátečńı intenzitě fosforescence 3PS; hodnota q byla určena z nafito-
vaných kinetik fosforescence 3PS extrapolaćı k nulovému času. Závislost pod́ılu q na vlnové
délce emise je vynesen v grafu 6.16. To, že tento pod́ıl neńı konstantńı, odpov́ıdá hypotéze
o dvou či v́ıce fosforeskuj́ıćıch formách 3PS. Hodnotu q ale nelze ztotožnit s pod́ılem koncen-
traćı př́ıslušných forem 3PS, nebot’ jejich kvantový výtěžek fosforescence může být rozd́ılný,
a z měřeńı tedy neńı možné pod́ıl koncentraćı určit.

Z grafu 6.13 je patrné, že doba života krátce žij́ıćı formy 3PS se neměńı výrazně s koncen-
traćı β-karotenu a je možno usoudit, že β-karoten v daném koncentračńım rozsahu nehraje
podstatnou roli ve zhášeńı. Váženým pr̊uměrováńım τT1

přes koncentrace i vlnové délky bylo
určeno

τT1
= (0,34 ± 0,03) µs ,

přičemž váhy odpov́ıdaj́ı převrácené hodnotě chyby jednotlivých hodnot, chyba pr̊uměru
byla spočtena pro 95% hladinu spolehlivosti při použit́ı t-distribuce. Nav́ıc bylo do chyby
připočteno 0,01 µs vyplývaj́ıćı z možnosti neoptimálńı volby počátečńıho času fitováńı, po-
dobně jako v kapitole 6.2. V rámci chyb se hodnota τT1

shoduje s dobou nár̊ustu 1O2

(0,30 ± 0,01) µs (viz kapitolu 6.2).
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Graf 6.12: Doba života 3PS v závislosti na vlnové délce pro vybrané koncentrace β-karotenu, určeno

na základě monoexponenciálńıho fitováńı kinetiky fosforescence 3PS: Je patrná rostoućı hodnota

fitovaćıho parametru s vlnovou délkou. Pro přehlednost jsou body odpov́ıdaj́ıćı stejné koncentraci

β-karotenu spojeny čarou.
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Graf 6.13: Doba života krátce žij́ıćı formy 3PS v závislosti na koncentraci β-karotenu určená na

základě dvojexponenciálńıho fitováńı fosforescence 3PS dle vztahu (6.4). Tučně jsou značeny hodnoty

určené z kinetik fosforescence 3PS, čárkovaně je proložen vážený pr̊uměr. Pro srovnáńı jsou slabě

uvedeny doby života 3PS zjǐstěné z kinetik fosforescence 1O2, rovněž proložené pr̊uměrem.
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Graf 6.14: Doba života déle žij́ıćı formy 3PS v závislosti na koncentraci β-karotenu určená na základě

dvojexponenciálńıho fitováńı fosforescence 3PS. Závislost je proložena hyperbolou.
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Graf 6.15: Převrácená doba života déle žij́ıćı formy 3PS v závislosti na koncentraci β-karotenu

proložená př́ımkou. Při váženém fitováńı maj́ı značnou váhu měřeńı pro 0µM a 5µM koncentraci

β-karotenu, protože vykazuj́ı oproti ostatńım měřeńım menš́ı relativńı chybu. V kapitole 6.4 je

uvedeno, že měřeńı pro 5µM a 20µM koncentraci β-karotenu nesed́ı zcela dobře do lineárńıho fitu.

Měřeńı pro 5µM se zde také odchyluje od lineárńıho fitu; i odtud plyne velká chyba určeńı směrnice

př́ımky. Fitováńı doby života déle žij́ıćı formy 3PS hyperbolou (graf 6.14) dává velice podobnou

hodnotu kT1
′Q.
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Graf 6.16: Pod́ıl q déle žij́ıćı formy 3PS na fosforescenci v čase t = 0 v závislosti na vlnové délce emise

pro vybrané koncentrace β-karotenu. Pro přehlednost jsou body odpov́ıdaj́ıćı stejné koncentraci

β-karotenu spojeny čarou.

Naopak graf 6.14 naznačuje, že déle žij́ıćı forma 3PS je nejsṕı̌se β-karotenem zhášena.
Graf 6.15 zachycuje převrácenou hodnotu doby života déle žij́ıćı formy 3PS v závislosti na
koncentraci β-karotenu. V souladu se Stern–Volmerovým vztahem závislost převrácených
dob života na koncentraci fitujeme lineárně, přičemž váž́ıme převrácenou hodnotou chyby, a
zhášećı konstanta je určena směrnićı př́ımky:

kT1
′Q = (8 ± 3) × 109 M−1s−1 .

Je pozoruhodné, že zhášećı konstanta déle žij́ıćı formy 3PS pro β-karoten vycháźı srovna-
telně se zhášećı konstantou singletńıho kysĺıku k∆Q (viz 6.4). Dle vztahu (3.8) je pro THF
kdif = 14× 109 M−1s−1 a změřená hodnota zhášećı rychlostńı konstanty déle žij́ıćı formy 3PS
β-karotenem je tedy řádově srovnatelná s kdif .

Všimněme si shody doby života krátce žij́ıćı formy 3PS s dobou nár̊ustu kysĺıku, určené
z kinetiky fosforescence 1O2. (Z grafu 6.13 je vidět, že doba života krátce žij́ıćı formy 3PS
vycháźı dokonce o trochu větš́ı, přičemž se tento rozd́ıl zmenšuje s rostoućı koncentraćı
β-karotenu.) Déle žij́ıćı forma 3PS se tedy nepromı́tne do doby nár̊ustu 1O2 a lze usou-
dit, že bud’ singletńı kysĺık v̊ubec negeneruje, nebo je jej́ı koncentrace tak malá, že k tvorbě
1O2 nepřisṕıvá významným zp̊usobem. Toto vede k myšlence fitovat kinetiky fosforescence
1O2 funkćı, která respektuje existenci dvou forem 3PS. Jednotlivé formy 3PS generuj́ı 1O2

nezávisle, a nová modelová funkce bude proto lineárńı kombinaćı p̊uvodńıch modelových
funkćı (6.1). Jelikož rychlost zániku 1O2 nezáviśı na zp̊usobu vzniku, dostáváme novou fito-
vaćı funkci

f(t) = N(e−t/τ∆ − e−t/τT1 ) + N ′(e−t/τ∆ − e−t/τ ′

T1 ) . (6.5)

Bylo provedeno fitováńı kinetik luminiscence 1O2 podle modelu (6.5). Fitovaćı parametr N ′

zpravidla vycházel velmi malý oproti parametru N , řádově stokrát, doba života τ ′

T1
vycházela

řádově v jednotkách µs, chyby parametr̊u N ′, N a τ ′

T1
byly ovšem několikanásobně větš́ı než
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[β–karoten] τ∆ τT1

[ µM] [ µs] [ µs]
0 17,31 ± 0,05 0,30 ± 0,01
5 11,68 ± 0,05 0,30 ± 0,03
10 6,77 ± 0,05 0,31 ± 0,03
20 5,04 ± 0,14 0,31 ± 0,04
30 2,76 ± 0,12 0,30 ± 0,03
40 2,20 ± 0,09 0,30 ± 0,02
50 1,71 ± 0,15 0,29 ± 0,02

Tabulka 6.2: Doby života τ∆ a τT1
určené z kinetik fosforescence 1O2 při měřeńı na širokém

rozsahu.

jejich hodnota. Parametry τ∆ a τT1
vyšly srovnatelně jako při fitováńı podle (6.1), ale s větš́ımi

chybami. Uvedené hovoř́ı ve prospěch tvrzeńı, že déle žij́ıćı forma se nepod́ıĺı významně na
generováńı 1O2. Již samotná dlouhá doba života napov́ıdá, že se tato forma pravděpodobně
neúčastńı fotosensibilizace.

Chlorofyl patř́ı stejně jako TPP mezi tetrapyroly a je pravděpodobné, že se jako fo-
tosensibilizátory budou oba chovat podobně. Jak bylo uvedeno dř́ıve, předpokládá se, že
ochranná role karotenoid̊u ve fotosyntéze spoč́ıvá mimo jiné právě v jejich schopnosti zhášet
triplet přeexcitovaného chlorofylu [13, 38]. Z tohoto d̊uvodu je zaj́ımavé zkoumat interakci
β-karotenu s tripletem TPP, je však třeba mı́t na paměti, že procesy in vivo jsou odlǐsné a
mohou být daleko komplikovaněǰśı oproti proces̊um in vitro ve zkoumaném roztoku.

6.7 Degradace karotenu

Při měřeńı v širokém rozsahu vlnových délek byly také naměřeny kinetiky fosforescence 1O2

pro vlnové délky 1262 nm, 1278 nm, 1294 nm. Z těchto měřeńı je možné stejně jako v kapi-
tole 6.3 vyhodnotit parametry τT1

a τ∆, doby života 3PS a 1O2, a to na základě fitováńı
podle funkce (6.1). Pro každou koncentraci β-karotenu bylo pr̊uměrováno přes vlnové délky.
Tabulka 6.2 shrnuje źıskané fitovaćı parametry a graf 6.17 porovnává s výsledky źıskanými při
měřeńı na krátkém rozsahu. Lze pozorovat, že při měřeńı na širokém rozsahu vlnových délek
vycházej́ı doby života 1O2 systematicky deľśı, než při měřeńı na úzkém rozsahu (tabulka 6.1
na straně 36). Jedinou výjimkou je měřeńı při nulové koncentraci β-karotenu. Vysvětleńı je
jednoduché: Vždy bylo nejdř́ıve měřeńı provedeno na úzkém rozsahu, následně tentýž vzo-
rek byl proměřen na širokém rozsahu. Karoten však zřejmě při vystaveńı laserovým puls̊um
postupně degraduje. Č́ım déle je vzorek vystaven laseru, t́ım v́ıce vstřebá energie a t́ım v́ıce
klesne koncentrace účinného β-karotenu. Takto lze vysvětlit prodlouženou dobu života 1O2

při měřeńı na širokém rozsahu. Systematický nár̊ust doby života 1O2 s dobou měřeńı je patrný
i v grafu 6.8 na straně 33.

Lineárńım fitem převrácené doby života 1O2 je opět určena zhášećı konstanta k̃∆Q, kterou
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Graf 6.17: Srovnáńı dob života 1O2 źıskaných z měřeńı na úzkém a širokém rozsahu vlnových délek:

Červené body odpov́ıdaj́ı měřeńı na úzkém rozsahu vlnových délek, r̊užové body odpov́ıdaj́ı měřeńı

na širokém rozsahu vlnových délek. Při nenulové koncentraci β-karotenu vzorek déle vystavený

měřeńı vykazoval deľśı dobu života.

pro odlǐseńı znač́ıme s vlnkou.

k∆Q = (10,9 ± 0,2) × 109 M−1s−1

k̃∆Q = (10,0 ± 0,3) × 109 M−1s−1

Je vidět, že β-karotenu ubylo oproti měřeńı na krátkém rozsahu o (8 ± 4)%, což je celkem
významný rozd́ıl.

Degradace β-karotenu může být zp̊usobena jednak př́ımo fotodegradaćı [8], jednak che-
mickým zhášeńım 1O2, jehož pod́ıl je sice velmi malý oproti fyzikálńımu zhášeńı, ovšem
př́ıtomno stále je [35].

Vliv degradace karotenu by bylo možné sńıžit zavedeńım takového pr̊utokového měřeńı,
kdy kyvetou cirkuluje větš́ı množstv́ı zásobńıho roztoku. Na realizaci pr̊utokového měřeńı se
v laboratoři KChFO již pracuje.

6.8 Poznámky k experimentu

Funkce, které jsou fitovány do naměřených dat, byly odvozeny na základě zjednodušuj́ıćıch
předpoklad̊u. Byla předpokládána stálost koncentraćı [PS], [O2] a [Q]. V př́ıpadě, že by se
tyto koncentrace v pr̊uběhu měřeńı jedné kinetiky výrazně měnily, by naše fitovaćı funkce ne-
sledovaly dobře naměřená data, což by bylo odhaleno analýzou residuálńıho plotu. Např́ıklad
výrazná změna koncentrace [O2] během měřeńı kinetiky by se projevila neexponencialitou
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rozpadu stavu T1. Výrazné změny [Q] během měřeńı kinetiky, ke kterým by došlo hlavně
v časech odpov́ıdaj́ıćıch maximálńı koncentraci 1O2, by se zase projevily pomaleǰśım pokle-
sem intenzity luminiscence 1O2. Dobrá shoda naměřených dat a modelových funkćı napov́ıdá,
že uvedené aproximace jsou oprávněné, což potvrzuje ve své publikaci i Baier a kol. [1].

V kapitole 3.4 bylo učiněno zanedbáńı triplet-tripletové anihilace, která by se projevila ne-
exponencialitou dohaśınáńı fosforescence 3PS. Dohaśınáńı fosforescence 3PS bylo však možné
dobře proložit součtem dvou exponenciálńıch pokles̊u (je respektována existence dvou fo-
rem 3PS). Vzhledem k poměrně vyšš́ı koncentraci kysĺıku oproti tripletu TPP bude triplet-
tripletové zhášeńı hrát jen malou roli.

Daľśı aproximaćı zjednodušuj́ıćı modelové funkce je zanedbáńı zpětného přenosu. Na
základě našich měřeńı nelze určit konstantu k∆T1

. Bylo změřeno (graf 6.5), že maximálńı
intenzita fosforescence 3PS nastává v okoĺı 814 nm, zat́ımco fosforescenci 1O2 pozorujeme
pro vlnové délky bĺızké 1278 nm. Energetický rozd́ıl 3PS a 1O2 je značný a zpětný přenos
bude proto podle všeho velmi nepravděpodobný. Velice výrazný zpětný přenos by teoreticky
bylo možné v našich měřeńıch vypozorovat z malého poklesu τT1

při zvyšuj́ıćı se koncentraci
Q, prakticky toho ovšem nedosáhneme. Zdroj [1] popisuje bĺıže, jak lze na základě měřeńı
kinetik luminiscence 1O2 za r̊uzných podmı́nek určit hodnotu součinu k∆T1

kT1∆.
Zamysleme se nad kritériem hodnoceńı účinnosti zhášeče. Za hlavńı ukazatel účinnosti

zhášeče považujeme rychlostńı konstantu k∆Q, kterou źıskáváme z převrácené doby života
1O2. Doba života však neńı jediným ukazatelem účinnosti zhášeče, zálež́ı i na množstv́ı 1O2,
jež vznikne. Karoten např́ıklad absorbuje v oblasti modrého světla laseru, což v experimentu
vede k menš́ımu počtu vzniklých molekul 1O2, stejně tak jako př́ıpadné zhášeńı tripletu
TPP. Uvažujeme–li o škodách napáchaných vysoce reaktivńım 1O2, jejich hlavńım měř́ıtkem
je množstv́ı proběhnutých destruktivńıch chemických reakćı. Destruktivńı reakce jsou stejně
jako daľśı popsané procesy jednou z cest zániku 1O2, kterou lze popsat rychlostńı konstantou.
Počtu destruktivńıch reakćı tak př́ımo úměrně odpov́ıdá počet emitovaných fosforescenčńıch
foton̊u po celý čas. Velmi užitečnou informaćı by tak byl součet všech událost́ı fotonásobiče
odpov́ıdaj́ıćıch fosforescenčńım foton̊um. V našem uspořádáńı bohužel ale tato informace
užitečná neńı, protože výkon pulsńıho laseru během měřeńı koĺısá v řádu až deśıtek pro-
cent. Jelikož výkon neńı stabilńı, srovnáváńım celkového počtu fosforescenčńıch foton̊u nelze
dostat relevantńı výsledky. Částečného zlepšeńı by šlo dosáhnout, pokud by kromě signálu
z fotonásobiče byla zaznamenávána i hodnota napět́ı na PIN diodě, která odpov́ıdá intenzitě
laseru.
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Kapitola 7

Závěr

Úvodńı teoretická část shrnuje základńı poznatky o reaktivńıch formách kysĺıku a anti-
oxidantech, včetně exkursu do oblasti jejich biologického účinku. Rovněž vysvětluje pojmy
singlet a triplet, které jsou zásadńı pro pochopeńı jevu fosforescence. Bylo probráno, jak ex-
perimentálně pomoćı časově a spektrálně rozlǐsené luminiscence zkoumat antioxidanty a jak
na základě měřeńı časové závislosti luminiscence určit doby života 1O2 a tripletu PS. Čtenáři
tak byla poskytnuta úvodńı orientace v dané oblasti.

Byla proměřena doba života singletńıho kysĺıku v závislosti na koncentraci β-karotenu a
s dobrou přesnost́ı určena zhášećı konstanta k∆Q = (10,9±0,2)×109 M−1s−1, která odpov́ıdá
dř́ıve publikovaným výsledk̊um a je řádově srovnatelná s teoretickým odhadem difusńı li-
mity. Zhášeńı je bimolekulárńıho charakteru. Karoten se ve zkoumaném roztoku chová jako
antioxidant – zháš́ı singletńı kysĺık. Z hodnoty zhášećı konstanty a koncentraćı β-karotenu
ve vybraných tkáńıch živých organismů lze usoudit, že β-karoten má potenciál být účinným
biologickým antioxidantem. V živých organismech jsou však procesy velmi složité a je možno
očekávat r̊uzné synergické efekty, proto je pro přesněǰśı pochopeńı funkce antioxidant̊u nutné
zkoumat jejich p̊usobeńı in vivo.

Ukázalo se, že triplet TPP se pravděpodobně nalézá ve dvou formách, což by bylo
možné připsat efektu agregace. Déle žij́ıćı forma se podle všeho účastńı fotosensibilizace
1O2 nevýznamně nebo v̊ubec a je zřejmě β-karotenem zhášena. Byla určena rychlostńı kon-
stanta pro zhášeńı déle žij́ıćı formy 3PS β-karotenem kT1

′Q = (8 ± 3) × 109 M−1s−1 , která
je také řádově srovnatelná s teoretickým odhadem difusńı limity. Krátce žij́ıćı forma tri-
pletu TPP generuj́ıćı 1O2 neńı ve zkoumaném koncentračńım rozsahu β-karotenem významně
zhášena a z experimentu nelze usuzovat na hodnotu odpov́ıdaj́ıćı rychlostńı zhášećı konstanty.
Rozpuštěný kysĺık, vzhledem ke značně vyšš́ı koncentraci oproti β-karotenu a vysokému kvan-
tovému výtěžku fotosensibilizace, byl v experimentálńıch podmı́nkách dominantńım zhášečem
tripletu TPP. Źıskané výsledky jsou zaj́ımavé v kontextu předpokládaného ochranného účinku
β-karotenu ve fotosyntéze, který podle literatury spoč́ıvá ve zhášeńı excitovaného tripletu fo-
tosyntetických pigment̊u.

Vytyčené ćıle práce byly splněny. Kromě toho, že práce poskytla odpovědi na některé
zaj́ımavé otázky, otevřela i celé spektrum možnost́ı navazuj́ıćıho výzkumu. Některými z ćıl̊u
daľśı práce by mohlo být měřeńı in vitro s daľśımi druhy antioxidant̊u a fotosensibilizátor̊u,
měřeńı při změně koncentraćı kysĺıku a fotosensibilizátoru, pokus o lepš́ı simulaci podmı́nek
panuj́ıćıch v živých organismech a také rozvoj technik měřeńı in vivo či ex vivo.
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[21] KOŘÍNEK, M.; a kol.: A comparison of photosensitizing properties of meso-
tetraphenylporphin in acetone and in dimethyl sulfoxide. Journal of Molecular Structure,
Volume 744, Issue Sp. Iss. SI, 2005: s. 727–731.

[22] KRASNOVSKY, A.; a kol.: The photophysics of monomeric bacteriochlorophylls-c and
bacteriochlorophylls-d and their derivatives – properties of the triplet-state and singlet
oxygen photogeneration and quenching. Photochemistry and Photobiology, Volume 57,
Issue 2, 1993: s. 324–330.

[23] KRINSKY, N.: Carotenoids as Antioxidants. Nutrition, Volume 17, Issue 10, 2001: s.
815–817.

[24] KRINSKY, N.; JOHNSON, E.: Carotenoid actions and their relation to health and
disease. Molecular Aspects of Medicine, Volume 26, 2005: s. 459–516.

[25] LAKOWICZ, J.: Principles of fluorescence spectroscopy. Plenum Press, New York, 1983,
ISBN 0-306-41285-3.

[26] MARSTON, G.; a kol.: Phosphorescence of beta-carotene. Journal of the Chemical So-

ciety – Faraday Transactions, Volume 91, Issue 22, 1995: s. 4059–4061.

[27] MELNIKOVA, V.; a kol.: Meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin-sensitized photodynamic
damage of cultured tumor and normal cells in the presence of high concentrations of
α-tocopherol. Cancer Letters, Volume 139, 1999: s. 89–95.
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