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1. UvVOD
1.1. SINGLETOVY KYSLIK A FOTOSENSITIZOVANE REAKCE

Kyslik hraje mim@adnou roli v pirodnich systémech. Siapifipomenout jeho
funkci v metabolismu Zivych organism Neni bez zajimavosti, Ze existuje jak
v tripletovém tak v singletovém stavu.

Molekula singletového kysliku'@,) se nachazi v elektronovém excitovaném stavu,
kdy jsou vSechny elektrony sparovany. Multiplicizinu je 1 (singlet).

VétSina existujicich latek (organické stmminy, anorganické anionty, plyny,
sloweniny hlavnich podskupin a ngghodné kovy) ma v zakladnim stavu vSechny
elektrony sparovany, je v singletovém stavu. Molakukysliku v zakladnim
energetickém stavu mé vSak podle Hundova pravidia depéarové elektrony
s paralelnimi spiny a je tedy ve stavu tripletougl®,).! Pro reakce &Siny latek SO,
plati tzv. ,spinovy zakaz" reakce. Tyto reakce prgrobihaji neochotha pouze p
vysoké aktivani energii®

Spinovy zakaz, ktery plati pro reako#siny latek s’0,, neplati pro reakce 0, .
Diky tomu a kwli velikosti standardniho redoxniho potencial(*B,/0, ) v H,O
(tj. 0,79 V) je0, velmi silnym oxid&nim &inidlem? Pro jeho vysokou reaktivitu a s ni
spojenou oxidativni cytotoxicitu je tato forma kitsi od svého experimentalniho
dikazu existence v 60. letech stéle v feap zajmu*

Singletovy kyslik vznikatadou reakci fyzikalnich (n&p mikrovinny vyboj
v kyslikové atmosfi@), chemickych (nap reakce chlornanu s peroxidem vodikii)
biologickych (nap. reakce peroxidazy:®

Nejcastji pouzivané metody vznikudO, jsou v8ak metody fotosensitizované
generace. Podle Grotthusova-Draperova teorému &yebemickou zmnu systému
pouze swvtelné kvantum systémem absorbované. ProtoZze malddgsliku ma v Bzné
UV-VIS oblasti zéeni pouze velmi nevyraznou absorpci, je excitovéegimo
prostednictvim sensitizeru, ktery v dané oblasti abserbipstatens.® Schéma na

obr.?® vyswitluje zakladni zAvé i nezdivé prechodv v systému sensitizer - kyslik.
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Obr.1: Jabldiskiho diagram energetickyctigzhod: v molekule sensitizeru a kysliku

Pri fotosensitizované reakci se sensitizer absorpéieméeho kvanta excituje do
singletového stavu ;S(doba Zivotat~10%). Ten se samovaindeaktivuje bd’
fluorescenci a interni konverzi (,nternal conversi ic) do stavu & di
mezisystémovym fechodem (,intersystem crossing“; isc) do stavulétigho T,.
Tripletni stav T mé relativeé dlouhou dobu Zivotat¢10® s) diky tomu, Ze jeho
deaktivace fosforescenci a mezisystémovyfacipodem jsou pochody tzv. spirov
zakazané. Diky tomu ide stav T vstupovat do zhaSecich reakci zpfedkovanych
dalSi molekulou (tzv. bimolekularni zhaseni) a wrda mechanismy.iPmechanismu
typu | dochazi k fenosu elektronu ze sensitizeru na substrat (pakadej kyslik, pak
dochazi ke vzniku superoxidového anion-radikali)OSingletovy kyslik vznik& ib
mechanismu typu Il, kdy se molekula kysliku v zé8klan energetickém stavu excituje
prenosem energie z Btavu sensitizert®”’

MnoZstvi vznikléha'O, a tim i &innost fotochemické reakce je charakterizovana

kvantovym vytZzkem singletového kyslik@, :
®, =(pcet molek.loz)/ (poset swtel. kvant absorbovanych sensitizerém) (1)

VySe uvedenym mechanismem typu Il vzniknou dvaystsingletového kysliku.
Stav Q(*Ay) s energii 94,1 kd/mol a staw(& ) s energii 156,9 kJ/mol. Doba Zivota
02(129) v roztocich v zavislosti na rozpodgle (ps - ns) je az o 3 aZz&di mensi nez
doba Zivota G*Ag) (us - ms), coZ je dano tim, Zéeghod Q(*Y) —> Q(*Ay) je tzv.
spinow dovoleny, ale fechod Q(*Ag) —> Ox(°Y) neni. Z dvodu kratké doby Zivota



nebyla @ast Q(lzg) ve fotooxid&nich reakcich zprogdkovanych'O, v roztocich
prokazana. Jisté ale je, 2@(Qg) se ve vyznamne fi@ greménuje na Q(lAg), ktery je
hlavnim oxid&nim ¢initelem?

Reakni mechanismus fotosensitizované reakce Ize zjadientl vyjadiit takto:

SS+thv —» S (excitace) (2)
SS—> 1 (mezisystémowgphod) 3)
T +%0,—> $+'0; (Fenos energie na tripletovy kyslik) (4)
Ac +O, —» AcQ (oxidace akceptoru/substratu) , (5)

kde S je sensitizer v zdkladnim singletovém stavy,jé& sensitizer v nejnizSim
stavu®

Singletovy kyslik v roztoku zanika Bufosforescenci, srazkami s molekulami nebo
zh&Senim. To je hiifyzikalni (p‘enos energie na molekulu zh&Sektery ji nasledh
rozptyluje do okoli) nebo chemické (oxidace reaktanMezi typické reakcéO, pati
adice 0, na dvojné vazby olefin aroméat a heterocykl za vzniku endoperoxid
hydroperoxid a dioxoethaf. Znamé jsou téZ oxidace sulfid

Singletovy kyslik je pro své oxidai schopnosti hog pouzivdn v organickeé
syntéze, jeho cytotoxicity se vyuZivai pfotodynamické terapii rakoviny a pro
desinfekni a cistici (ely™® Sensitizery tviici 'O, mohou slouZit i jako perspektivni
fotopesticidy'°

Oxidani vlastnosti’O, v&ak mohou mit i negativni vliv na lidsky organisn
Singletovy kyslik napp snadno reaguje s nukleovymi kyselinami a aminekyami
v proteinech. Zfisobuje tak degradaci protéinmutaci a starnutf.*° Uvadi se, 70,
je souinitelem ¢i dokonce fivodcem chorob jako napporfyrie a Sedy éni zakal
(katarakta). O nemoci jsou spojené s vyskytem endogennich seesitv postizené
tkani.*°

V organismu ¢lovéka vznika 'O, jako meziprodukt kterych enzymatickych
proces a fotosensitizovanou produkci endogennich seesita I&iv. Na obranu uci
nému organismus vyuZzivA chemickych zh#Seci antioxidanti — karotenoid,

tokoferoli, kyseliny m@ové, melatoninu, kys.askorbové afd.



1.2. PORFYRINY A FTALOCYANINY

Pfenos energie nebo elektronu na kyslik v zakladnmergetickém stavu ip
fotosensitizovanych reakcich jsou kompetitivni gestzalezi na fyzikakrchemickych
a fotofyzikalnich vlastnostech sensitizeru, kterdch frevaZi. Pro generadD; je treba
pouzit sensitizer vykazujici reakci typu Il.

Vhodny sensitizer musi absorbovat pouzité excitageni, poskytovat dlouhoZijici
tripletovy stav o energii vysSi nez je energ'uélmg) (tj. 94,1 kd/mol) a mit vysokg, °

Obvykle se pouZivaji sensitizery typw, (), kde excitovany elektron pochazftz
orbitalu, coz jsou ndp barviva jako eosin, akridin, bengalskarvei, methylenova
modé, anthracen, triarylmethanova barviva, porfyrinyaldcyaniny, expandované
porfyriny a jejich metalokomplexy’

Kromé vysokéhod, je dilezitym faktorem stabilita sensitizeridr fotodegradaci a
fotooxidaci vzniklym'O, (¢i dalsimi reaktivnimi formami kysliku). i°medicinském
pouZiti je dilezita i nizka temna toxicita sensitizerd?!

Porfyriny a ftalocyaniny jsou sensitizery vhodnéo ppouZziti v biologickych
systémech, protoZe se v nichtzmych formach firozere vyskytuji. Ve tngé jsou
vétSinou netoxické, coz umodje jejich vyuziti v medicié (nag. pii fotodynamické
terapii nadoi), jejich tripletové stavy jsou dlouhoZijici a vyhai vysoky®,. " *° Pati
do SirSi skupiny porfyrinoidnich sensitidecoz jsou sloéeniny s cyklickou tetra- nebo
oligopyrrolovou strukturou.

Porfyrinové sensitizery jsou derivaty porfinu (&r.cyklické slodgeniny vzniklé

spojenimétyt pyrrolovych kruti methinovymi niistky.*?

Obr.2: Strukturni vzorec porfinu



Porfyriny maji v UV/VIS oblasti charakteristické edgirum obsahujici intenzivni
tzv. Soretiv pas (kolem 400 nm) a sérii memntenzivnich Q-pas (oblast kolem
500 - 700 nmY?> Diky tomu dok&Zi absorbovat zZimeucast spektra VIS #éni.Poloha,
pocet paf a pondr jejich vzajemnych intenzit poskytuje informace okoli a
derivatizaci porfinového kruhu.

Jednim z velmi &nnych drutii porfyrind je 5,10,15,20mesotetrafenylporfyrin;
TPP (obr.3) a jeho derivaty. TPP je znam jako seesiposkytujici fotosensitizovanou
reakci vyhrada singletovy kyslik s kvantovym v§tkem 0,62 - 0,74?

Obr. 3: Strukturni vzorec 5,10,15,20esetetrafenylporfyrinu; TPP

Ftalocyaniny maji diky postrannim benzenovym kmha tedy rozsahlejSimu
systému konjugovanych dvojnych vazeb ab&oirgpasy wervené oblasti VIS zaéni
(A = 680 - 740 nm}.

Porfyrinoidni sensitizery jsouétsinou planarni molekuly a diky konjugovanému
systému dvojnych vazeb maji tendenci vyetav roztoku agregaty vazanen
interakcemi. Msledkem agregace je radikalni sniZzeni produkcdetmgho kysliku,
protoZe absorbovana energie se uvolni hameradignimi procesy a doba Zivota
tripletovych stau fotosensitizeru vyraznpoklesne. Agregace je ovlitma teplotou,
polaritou, pH a iontovou silou roztoku a ji Ize gt nag. navazanim porfyrinoidnich
sensitizell na anorganické i organické pevné tedi’ Jimi jsou napiklad castice
silikagelu, AbOs zeolitu, hydrotalcitu atd>'® Dalsi nadjné materialy slouZici jako
nosise jsou i polymerni nanotkaniry.

Vtéto praci byly jako porfyrinoidni sensitizery ooty zingnaty komplex

5,10,15,20mesotetrafenylporfyrinu ZnTPP (obr.4a), zitreaty komplex ftalocyaninu
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ZnPc (obr.4b) a zinmaty komplex 5,10,15,2Mesotetra(4-sulfonatofenyl)pofyrinu
ZnTPPS (obr.4a).

Obr. 4: a) Strukturni vzorec ZnTPP; R = H
ZNTPPE R =SQ

b) Strukturni vzorec Zn-Pc

1.3.NANOTKANINY S ENKAPSULOVANYM SENSITIZEREM

Jako tzv. nanotkaniny oz&ieme netkané tkaniny ti®né polymernimi
nanovlakny (polytetrafluorethylenem; PTFE, polyaretm; PUR, polyethylenem; PET,
nylonen atd.). Nanotkaniny obecijsou prodySné materialy o velkém specifickém
povrchu, malé hmotnosti a vysoké mechanické oddlnBsoto jsou Siroce vyuzZivané
jako nosée I&iv, filtradni materialy, materialy pro ohieni atd'®+2°

V této praci byly pouzity PUR nanotkaninyigravené metodou ,electrospinning*
(technologii Nanospid&Y) z roztoku polymeru v N,N'-dimethylformamidu (DYIF

(obr.5)" 2
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20

Obr. 5: Technologie vyroby PUR nanotkahin 1 — nadrzka s roztokem polymeru,
2 — roztok polymeru, 3 — rotujici nabity védk, 40 — uzemina elektroda,
5 — kryt, 6 — vakuové potrubi, 90 — potrubi pro wad, 9 — vzduch,
20 - tvaici se nanovldkna, 72 — polypropylenovy podkladowgteridl,

82 — skrny mechanismus

Technologie NanospidEf vyuZiva stejnos#rného elektrostatického pole o vysoké
intenzi€ (az 50 kV), které je tw@no naptim mezi elektrodami, z nichz jedna je
v podolg rotujiciho valéku casténé pondeného v roztoku polymeru a druha
(tj. kolektor) v podob pulkruhu, ktery je postaveny proti véleu.

Rotujici nabity véleek ot&enim nabird roztok a ten se diky Coulombické a
odstedivé sile vytahuje sérem ke kolektoru tzv. Taylorovym kuZelem. Cestou ke
kolektoru dochazi k dalSimu dlouzeni &p#&ni vldkna, coZz je spojeno sistem
povrchu a odchodem rozpo&del. Na polypropylenovou podkladovou textilii, kdese
Naboj, ktery vytahovana hmota nese a ktery ma atejpolaritu jako naboj vat&u, by
mél byt vybit na kolektoru, ktery zpravidla byva uzeim

Tlou&’ku nanotkaniny (obvykle 0,03 - 0,3 mm) I#eit pomoci linearni rychlosti
pohybu podkladové textilie. Obvykle udavana ploBmétnost je pHm = 0,1-2 gfnt’

V naSi laboratth byly jiz drive testovdny PUR nanotkaniny s enkapsulovanym
TPP'. Absorgni i fluorescenini spektrum TPP enkapsulovaného v nanotkasia
ukazalo byt shodné se spektrem TPP v nepolarnigpoustdlech typu CHCls.

Charakter absotmich pad odpovidd monomerni forkm Studiem ¢aso¥ rozliSené
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spektroskopie bylo zji8ho, Ze tripletové stavy TPP jsou vyrazmhaseny’O,. Po
laserové excitaci vzorku porfyrinem dopované naawoitky byla pozorovana
luminiscence § 1270 nm (odpovidajici fosforescerl@.), kterd zmizela po umisti
vzorku do Ar atmosféry a épse objevila v fitomnosti kysliku nebo vzducH.

Z vysledika studia caso¢ rozliSenou spektroskopii dale vyplynulo, Ze triple®
stavy enkapsulovaného sensitizeru jsou relatimertni \aci okoli, do kterého se
nanotkanina dostane (s vyjimkolD,). Doby Zivota 'O, generovaného onim
porfyrinem dopované nanotkaniny jsou naopak veitlivé na prostedi, do kterého se
nanotkanina dostane. Z toho plynéekity zawr — wtSina sensitizér je zabudovana
dovnitt nanovlaken, proto jejich tripletové stavy nejsowlivmény prostedim.
Singletovy kyslik naopak fize volr¢ difundovat ze $edu nanovldkna k povrchu, kde
miZe oxidovat substrat a podléhat neradiemu zhaseni okolnimi molekularti.

DalSi pokusy vykazaly silnou fotooxitla schopnost porfyrinem dopované
nanotkaniny uci raiznym anorganickym i organickym substirat Téz byl zjis¢n velice
silny fotocytotoxicky efekt na povrchu nanotkankiery byl prokazan na bakteriich
Escherichia colDH5u s plasmidem pGEM11Z (Promega, WI, USA).

Spojeni nanotkaniny s fotosensitivni latkou s&envyuzit pro desinfeki ely.
Vyhodou je i to, Ze diky malym velikostem gdnezi viakny jsou nanotkaniny schopny
zachytavat bakterie actgi viry, které jsou tvienym singletovym kyslikem na &le

niceny?’

V této praci byly pouzity PUR nanotkaniny s enkdpganym ZnTPP, ZnPc a
smesi ZnTPP a ZnPc. Uvedené sensitizery se do nanatkabudovavaji &hem jejich
piipravy rozpudnim vroztoku PUR v DMF f&ddow 0,1%), ktery je poté vysSe
uvedenym zpsobem zvidken.
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2. CIiL PRACE

Hlavnim cilem préace bylo zjistit fotooxidai schopnost nanotkanin se édwa
zabudovanymi porfyrinoidnimi sensitizery.
Dil¢i cile zahrnovaly:
1) Dukaz fotocytotoxickych é&nka volného porfyrinoidniho vodorozpustného
sensitizeru ZnTPRS
2) Porovnani fotooxid&ni schopnosti PUR nanotkanin dopovanych sensitizery
(ZnTPP, ZnPc a sési ZnTPP a ZnPc).

3) Studium fotodegradace uvedenych fotosensiiizdPUR nanotkanih
3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 POUZITE CHEMIKALIE, ROZTOKY A BAKTERIE
3.1.1. Chemikalie

5-bromo-4-chloro-3-indolyB-D-galaktopyranosid; X-Gal (Invitrogen,CA,USA)
D,0 99% (Sigma-Aldrich)

Isopropylf-D- thiogalaktosid; IPTG (Invitrogen, CA, USA)

Karbamycin (Invitrogen, CA, USA)

KH,PO, >99,5% (Fluka)

K1 >99,0% (Fluka)

LB Agar (Sigma-Aldrich)

NaN; p.a. (Fluka)

Nanotkanina PUR Larithane s 0,1%ZnTPP, pHm = Z ¢&tmarco s.r.o0.)
Nanotkanina PUR Larithane s 0,1%ZnPc, PHm= 2 ¢Kktmarco s.r.0.)
Nanotkanina PUR Larithane s 0,1%ZnTPP a 0,1%ZnRm B 2 g/nf (Elmarco s.r.o0.)
NaOH p.a. (Penta)

(NH4)2M00,499,999% (Sigma-Aldrich)

ZnTPPS (poskytnuto RNDr. Mosingerem, Ph%).
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3.1.2. Roztoky

Jodidové detsini ¢inidlo v 0,02 M sodno-draselném fosfatovém pufrptb = 6,2
pro stanoventO, :

Byl pfipraven roztok 11 sodno-draselného fosfatovéhorypub pH = 6,2
v deionizovaneé vaf obsahujici 0,02 mol KHPO, (2,7241 g) (pH bylo upraveno na 6,2
piidavkem 0,081 M NaOH). V pufru bylo rozp&so 0,12 mol Kl (19,9212 g) a
10 umol (NH4)2M00, (0,002 g).

3.1.3. Bakterie

- kultura bakteriEscherichia coli Bakteria DH% (Invitrogen, CA, USA),
Plasmid pGEM11Z (Promega, WI, USA)

3.2 RISTROJE A METODY

3.2.1. Ristroje

Molekulova absorgni spektra (UV-VIS) byla rfena na fistroji UV-VIS
Spektrofotometr UV 300 Unicam (UK) v 1cniidmennych kyvetach.

Ozaovaci experimenty byly provédy pomoci 300 W halogenové lampy Kaiser
Videolight 8 (N\emecko) umisiné na optické hlavici a pomoci 150 W Lampy Aiigs
optotronic (Nmecko).

Pro nefeni pH byl pouzit pH-metr PH 526 od firmy WTWS swaoinovanou
sklerénou elektrodou, kterd byla kalibrovdna na dva saeshi pufry (ftalatovy pufr
pH = 4,00 a fosfatovy pufr = 7,00 od firmy Sevac).

Pro inkubaci bakterii byl pouzit inkubator Incuc@lkmecko).
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3.2.2. Riprava agarove pidy

17,5 g agaru bylo rozpu§to v 500 ml deionizované vody v kadince, uzmo
alobalem a 30 minut autoklavovano. Po zchladnuéiragha 60 °C bylo k roztoku
piidano 50Qul antibiotika karbamycinu (100 mg/ml). Agar byl tvzo Petriho misek.

3.2.3. Oikaz fotocytotoxicity ZnTPPS,

Na Petriho misky gerstvou vychladlou agarovouigiou bylo napipetovano vzdy po
40 ul 100 mM roztoku IPTG, 5Qul cisté bakterialni kulturyEscherichia coliDH5«

s plasmidem PGME11Z (o zékalové absorbarci6@0 nm A = 0,21) a 40ul
roztoku X-Galu o koncentraci 2(g/ml (automatickou pipetou se sterilni &qu,
rovnomerné rozeteno sterilizovanou sklénou hokejkou). PouZivané kmeny
Escherichia colijsou resistentnitgi antibiotiku karbamycinu a dokazi¢git X-Gal za
uvolnéni indolového barviva diky produkovanému enzyfrgalaktosidasé®

Kontrolni skupinai agarovych ploten s n&kovanymi kulturami byla bez ogni
uloZzena do inkubatoru a ponechana 24 hotliteplog 37 °C.

Druha skupina it agarovych ploten s n&ovanymi kulturami byla 1 hodinu
ozaovana studenym 150 W &lem z lampy Kriss ze vzdalenosti 7 cm. Poté byly
agarové plotny uloZeny do inkubatoru a ponechanlydiin i teplot 37 °C.

Na treti skupinuiti agarovych ploten s n&kovanymi kulturami byly nakapéany dv
kapky 10* M roztoku ZnTPP$ poté byly plotny 1 hodinu oravany za shodnych
podminek a nakonec byly uloZeny do inkubatoru aepbany 24 hodin ip teplo&
37 °C.

Na ¢tvrtou skupinu iti agarovych ploten s n&kovanymi kulturami byly nakapany
dvé kapky 10* M roztoku ZnTPP$ a poté byla skupina uloZena do inkubatoru a
ponechana 24 hodin ve &mri teplot 37 °C.

Po uplynuti 24 hodin byly vSechny skupiny ponechécg 4 hodiny p 4 °C a poté
vizualné zhodnoceny. Kolonie bakterii byly diky X-Galu zaleny mode a tudiz bylo

snadno viditelné, na kterych mistech agarové pleymgstly resp. nevyrostly.
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3.2.4. DetekcéO, — Jodidova metoda

K detekci 'O, byla pouZita jodidovd metoda, kterd je zaloZena reakci
fotogenerovanéha'O, s ve vodném progedi v gFitomnosti (NH).MoO, jako
katalyzatoru. Reakim produktem je 3l, jehoZz mnozstvi je fimo unErné

fotogenerovanémtO, podle nasledujiciho mechanismu:

0,0+ —» 100728 100H (6)
HOOI + I — HOOf — b+ HO, 29 Iy + HO, + OH "™ (7)

Probiha-li reakce v mitnkyselém prosedi v gitomnosti (NH),MoO,, uplatni se dalSi
krok reakce: b0, + 2l + 2H — } + 2H,0 (8)
b+ — 9

I” absorbuje v U\kasti spektra, abso¥pi maxima map A = 351 a 287 nm?

Provedeni metody:

Do kiemenné kyvety bylo napipetovano 2 ml jodidovéhdla a do roztoku byl
ponden vystizek nanotkaniny se sensitizerem o rémm5x5 cm. Kyveta se vzorkem
byla umistna do vodou chlazeného ocelového kyvetového drzakizdovana ze
vzdalenosti 18 cm bilym 300 W &lem z halogenové Zarovky Kaiser \itych
¢asovych intervalech za michani magnetickym michadel(obr.6). Fed oz#ovanim
a 1 minutu po skareném intervalu ozavani bylo zmdfeno absorgni spektrum
jodidového ¢inidla bez nanotkaniny na UV-VIS spektrofotometru nicam
(250-700 nm).

Takto byla porovnavana kinetika fotogenerage pii pouziti PUR nanotkanin
s riznymi sensitizery (s 0,1% ZnTPP, 0,1% ZnPc &smM,1%ZnTPP a 0,1% ZnPc).
Jako kontrolni byla pouzita PUR nanotkanina beapallovaného sensitizeru.

Dale byl proveden pokus ve &nfozaovaci intervaly zde byly nahrazeny jednim
60-ti minutovym intervalem stani ve &na pokus s nanotkaninami v jodidovémidle
v atmosfée N, (jodidovécinidlo bylo pred prvnim ndfenim 30 minut probublavano,N
z tlakové lahve, doba o&ni byla 1 x 60 minut a po celou dobu pokusu bgttidové

¢inidlo se vzorkem nanotkaniny probublavang).N
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Pri  zjiStovani kinetiky fotogenerace 3| v raznych dete&nich cinidlech
(jodidoveé ¢inidlo : deionizovana voda v pamu 1:1, jodidovécinidlo : t¢Zka voda
v poneru 1:1 a jodidove&inidlo : 0,2 M azid sodny v poénu 1:1) byla pouzita jina
technika. Vzorek nebyl v kyvétvolné ponden, ale byl omotaniémi vrstvami na
podloznim Kemenném sktku o rozngérech 1,3 x 4,5 cm, které bylo undisb napic

kyvetou. VSechna titeni probihala v zateminé mistnosti.

Obr. 6: Opticka hlavice pro ozavani vzorku v kyvet 1 - halogenova lampa,

2 - ocelovy kyvetovy drzak, 3 - vodni chlazeni,magnetické michani

Kinetika fotogeneracey1(resp. fotogenerac®,) byla hodnocena jako smice (B)
zavislosti absorbancefipA = 351 nm () na dol oz&eni. Vyhodnoceni bylo

provadno v programu Origin Pro 7.5.

Statistické vyhodnoceni vy$e uvedenyctésiit: %
Pro odhad $edni hodnoty byl uzit median a aritmeticky pkmer.
Smérodatna odchylka SD byla vypiena ze vzorce:

SD=k.R, (10)
kde k, je koeficient tabelovany pro jednotliva mnoZstvi¢temi n (tab.l)
a Rje rozpti, které je definovano:

R = Xmax~ Xmin , (11)
kde Xnax@ XminjSOU NejtSi a nejmensi nakiené vysledky.
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Relativni sérodatna odchylka,g byla vypa@tena podle vzorce:

Sel = (SD/X) . 100%, (12)
Odlehlé vysledky byly vyloteny podle Grubbsova testu:
Th = |Xmax - X | / SD nebo } = |[Xnin—x | / SD, (13)
Vysledek porovname s kritickou hodnotou(fab.1). Je-li 7> Tk, vysledek je odlehly a je ho
nutno vylowit.
n ko T;
2 0.8862 -
3 0.5908 1,155
4 0.4857 1.481
5 0.4299 1,715
6 0.3946 1.887
7 0.3698 2.020
8 0.3512 2.126
9 0.3367 2.215
10 0.3249 2.290

Tab. 1: Tabelované hodnoty; n — pat meeni

3.2.5. Fotodegradace sensitizérenkapsulovanych v PUR nanotkanig

Fotodegradace v nanotkasirenkapsulovanych sensitizerse projevi snizenim
hodnoty absorbance vSech absaiph pas v pribéhu ozaovani (428 nm, 558 nm a
599 nm pro ZnTPP a 671 nm, 606 nm a 640 nm pro ¥nPc

Provedeni metody:

Do kiemenné kyvety bylo umisio kiemenné podlozni skko o rozngrech
1,3 x 4,5 cm omotanédmi vrstvami vzorku sensitizerem dopované nanotkani
Kyveta se vzorkem byla umésta do ocelového kyvetového drzaku chlazeného vadou
ozdaovana ze vzdalenosti 18 cm bilymé¢dem z 300 W halogenové Zarovky Kaiser
v urgitych ¢asovych intervalech (obr.6).iétl ozéenim a 1 minutu po jednotlivém
oz&eni bylo zn¢teno absorfni spektrum vzorku nanotkaniny v kygeha UV-VIS
spektrofotometru Unicam v rozsahu vinovych délek36d@ do 800 nm.

K vylouceni mozného tepelného rozkladu nanotkanin bylo guexo ozéovani
studenym 150 W s¥lem z lampy Kriss ze vzdalenosti 7 cm.

Ke zjisS€ni, zda je fotodegradace fotosensitizeru owhan itomnosti Q, bylo

provedeno kontrolni gteni fotodegadace nanotkaniny zaitgmnosti Q v atmosfée
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No. Tii vrstvy vzorku nanotkaniny omotané na podlozninlickk o roznérech
0,9 x 2,5 cm byly ponechany 30 minut v kyweromyvané N z tlakoveé lahve a poté
ozaovany za sotasneho promyvani N

Pri zjiStovani fodegradace fotosensitizegii pondeni nanotkaniny v roztoku byla
kyveta naplina deionizovanou vodou.

Fotodegradace v nanotkaninach enkapsulovanych tigensi byla hodnocena
z grafi zavislosti absorbanceéip. = 428 nm (ZnTPP) a 671 nm (ZnPc) na&ob&eni.
Vyhodnoceni bylo provamho v programu Origin Pro 7.5.

4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. DOKAZ CYTOTOXICITY ZnTPPS ,

Jednim z ddlich cili této prace bylo afit metodiku stanoveni cytotoxicity
singletového kysliku generovaného fotosensitizow@nyreakcemi. Jako vhodny
sensitizer byl zvolen ZnTPRS ktery ma& vysoky kvantovy v§tek (0,74f°
K cytotoxickému testu byly pouzity bakteriescherichia coli DH5« s plasmidem
pPGEM11Z v kombinaci se substratem X-G&mz byla umoz#na snadna vizualizace
bakterialnich kolonii. Princip metody stanovenbfottotoxicity a jeji postup je uveden
v kap. 3.2.3.

Agarové plotny ponechané ve &n24 hodin pi 37°C vykazovaly masovy nast
bakterialnich kolonii po celé ploSe (obr.7a). Ag@ér@lotny bez fidaného sensitizeru
po 1 hodinové expozici bilym studenymédem a 24 hodinové inkubacitip37°C
vykazovaly rovnordrny nafist po celé ploSe, ale s nizSi hustotou neZedghozim
piipadt (obr.7b). Plotny, ke kterym bylfidan sensitizer, v mistnanesené kapky
ZnTPPSQ zastaly po 1 hodinové expozici bilym &lem a 24 hodinové inkubacitip
37°C bez narstu bakterii. Rovnosmny nafst za&al az v utité vzdalenosti od
nanesené kapky (v zavislosti na jejim rozmyti) (6t Kontrolni agarové plotny
s pridanym sensitizerem, ale inkubované pouze vé 2/ hodin pi 37°C vykazovaly

masovy nakst bakterii po celé ploSe (obr.7d).
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c d
Obr. 7: Agarové plotny s inokulovanymi bakterientischerichia coli neoz&ena

bakterialni kolonie (a), bakterialni kolonie éeda 1 hod. studenym bilymelem (b),
oz&ena bakterialni kolonie se ZnTPPE@), ve tng¢ ponechand bakterialni kolonie se

ZnTPPS (d) ; misto naneseni sensitizeru je vygamocernym tékovanim

Z vysledka vyplyva, Ze sensitizer ZnTPRP3n& vyrazny fotocytotoxicky dinek,
velmi pravépodobr zprostedkovany fotogenerovanytO, (viz kap. 1.2), ale nenf
cytotoxicky ve tn¢. Jak vyplyva zobr. 7b, i samotné pouzit&tky ma mirny
cytotoxicky &inek. Vysledek tohoto pozorovani potvrdil poznatkyadneé
v literature M7

Provedené cytotoxické testy prokazaly vhodnost vysedené metodiky pro
stanoveni fotocytotoxicity vodorozpustnych senseifiza slouzily jako metodicky

podklad pro budouci studie u sensitizedzanych na pevné nosi
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4.2.DETEKCE '0,U NANOTKANIN S ENKAPSULOVANYMI SENSITIZERY

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda sensitizergk&psulované v fisvitnych
polymernich nanotkaninach jsou schopny oxidovaityusubstrat. K detekctO, byla
vyuZita jodidova metodéviz. kap. 3.2.4).

SloZeni a fiprava jodidovéhainidla je popsana v kap. 3.1.2bsorgni
spektrum zé&sobniho roztoku pouZzitého jodidové&halla (obr.8) obsahujditabsorgni
pasy. Absorpni pas pi A< 275 nm odpovida jodidovému aniont() @ absorpni pasy
A = 287 nm a = 351 nm aniontu trijodidovémus{l. Anion k" je tedy pitomen jiz

v zasobnim roztoku ve velmi malém mozstvitglddku pomalé oxidace vzdusnym

3,0 \ -

redukovana forma (1)

kyslikem.

oxidovana forma ( 13°) .

Absorbance

L L 1 L 1 L
300 400 500 600 70

A[nm]
Obr. 8: Absorgni spektrum jodidovéhdinidla v 0,02 M sodno-draselném fosfatovém

pufru o pH = 6,2

K detekci a porovnani fotoproduké®, generovaného nanotkaninami dopovanymi
sensitizerem byl vzdy pouZit vystek nanotkaniny shodnych rozm ve shodném
objemu jodidovehocinidla a pouzit shodny stelny zdroj se shodnou geometrii
(viz kap. 3.2.4).

Trijodidovy anion byl fotogenerovan vSeniemi pouzitymi typy nanotkanin
(s enkapsulovanym ZnTPP, ZnPc i se&shZnTPP a ZnPc) poienych do jodidového
detekniho ¢inidla. Absorgni spektrum detakiho ¢inidla v pribéhu ozd@ovani
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vykazovalo naist absorbance #p287 nm a 351 nm, coz odpovida (meéeni bylo
provad&no s vyjmutou nanotkaninou). Po celou dobu prématdo ngreni se v
absorgnim spektru jodidovéhdginidla neobjevily Zadné absampi dalSi pasy. Z toho
vyplyva dilezity zawr, Ze enkapsulované sensitizery se z nanotkanignmgyaji do
roztoku (obr.9). Tento vysledek bytekavan, protoZze vSechny pouzité sensitizery jsou

nepolarni.

, g :

3,0
2,5 -

2,0 -

Absorbance

1,0 | /)

0,5

560 | 660 | 700
A[nm]

Obr. 9: PUR Larithane s 0,1%ZnTPP a s 0,1%ZnPc v jodidoviémle; Generacesl

s dobou ozi&ni; ged ozéenim ¢erna), po 2 min. ozani €ervena), po 4 min. oxéni

(zelend), po 6 min. o¥éni (modra), po 8 min. o&ni (fialova), po 10 min. o¥ani

(Zlutd) ; Sipka zn& casovy ptibéh nakistu k pri ozarovani

U vzorki nanotkanin dopovanych sensitizerem, které bylyadgdirmou Elmarco
s.r.o., nelze &ekavat stoprocentni homogenitu nanovldkenné vrgiby. bylo mozné
porovnat fotoprodukctO, nanotkaninami, bylo nutné it a statisticky vyhodnotit
6-9 vzorki.

U vSech pouzitych nanotkanin s enkapsulovanymsitieary (s ZnTPP, ZnPc a
smesi ZnTPP a ZnPc) byl pozorovan linearniasérabsorbances|pti A = 351 nm
s dobou ozé&ni bilym s¥tlem (obr. 10). Jak vyplyva z metody (viz kap. 8)2.
smernice této linearni zavislosti (B) jsotiimo Gnmerné fotoprodukctO,.

V tab.2 jsou porovnany simice linearni zavislosti asorbancg ma doké ozaeni

pro jednotlivé nanotkaniny s vyztenim medianu, aritmetickéhotpnéru, SD a ..

23



)

Sensitizer v PUR nanotkanii ZnTPP ZnPc sis ZnTPP a ZnP
1,86 x 10° | 1,54 x 10° 1,39 x 10°
1,88 x 10° | 1,55 x 10° 1,41 x 10°
1,96 x 10 | 1,60 x 10° 1,42 x 10°
1,98 x 10° | 1,64 x 10° 1,42 x 10°
2,02 x 10° | 1,65 x 10° 1,44 x 10°
B
. 2,02 x 10" | 1,65 x 10° 1,48 x 10°
[s7] 209 x 10 | 1.69 x 10° ;
2,23 x 10| 1,73 x 1C° -
2,27 x 10° | 1,76 x 10° -
Median [s}] 2,02 x 10° | 1,65 x 10° 1,42 x 10°
Aritmeticky pr amér 2,03 x 10° | 1,65 x 10° 1,43 x 10°
SD [s] 1.10° |7,4.10 3,6.10
Srel [%] 5 4,5 2,5

Tab. 2: Statistické vyhodnoceni hodnot &mic (B) kinetiky fotogeneraces| pro

nanotkaniny dopovanéznymi sensitizery.
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Obr. 10: Zavislost fotogeneracg | na dols oz&eni bilym s¥étlem; nanotkanina PUR
Larithane s0,1% ZnTPP (A), nanotkanina PUR Lanthas 0,1% ZnPc (B),
nanotkanina PUR Larithane s 0,1% ZnPc a 0,1% Zn{®Pv jodidovém detainim

¢inidle; Linearni regrese byla proloZenatumernymi hodnotami absorbanci u 6-9

vzorka.
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Cilem meteni nebylo zjigovat kvantové vgtzky *O,, u heterogennich systérje to
z principialnich dvodia velmi obtizné. Experimentd&innesnadné je hla¥n zjistit
mnozstvi absorbovanéhoétha sensitizerem v nanotkaginNavic distribuce sensitizer
v nanovlakenné vrs#v neni zcela homogenni a nanotkaniny nemaji zcetarsh
optické vlastnosti (rozptyl).

Z vysledia vyplyva, ze ZnTPP ma niz§i fotoprodukgi(12,02 x 1¢f s') neZ zZnPc
(1,65 x10° s%) a to @i zhruba stejnychb, obou sensitizér (®A(ZnTPP) = cca 0,75 a
®,(ZnPc) = cca 0,73° Tento fakt lze vysitlit tim, 7e pouZitd nanotkanina je
transparent¥Si (. mér¢ rozptyluje zéeni) vcervené oblasti stla (viz. absorpni
pozadi u obr. 13-16), kde ma absworippasy ZnPc. ProipsrEjsi vyhodnoceni by bylo
potieba doplnit optické vlastnosti nanotkaniny udaginoisnim spektru pouZzitého bilého
swtla.

Prekvapivou skuténosti je fakt, Ze fotoprodukcg lu nanotkaniny se sfgi obou
sensitizelt (ZnPc a ZnTPP) je téka stejna jako fotoprodukce lu nanotkaniny se
ZnPc. Tento vysledek e byt vys¥tlen tim, Ze oz@vany systém je z hlediska
fotoprodukce’O, v saturaci, jinymi slovy, je zde nadbytek excitoyeh tripletovych
stava sensitizeru k mnoZzstviigtupujiciho kysliku.

Nanotkaniny ponechané v jodidoveimnidle ve tn& po dobu 60 minut nevykazuji
Zadnou produkci 3l (vSechny pouzité vzorky). Naopak doSlo k mirnémaki@su
absorbanceip 351 nm o cca 0,02 u vSech vzorlPotvrdil se tim fedpoklad, Zesl
vznikd na zékla#l fotogenerovanéha'O,. Mirny pokles absorbance je nejspise
zpusobeny pitomnosti zbytkového kladného naboje na povrchuotkaminy, ktery
vznikd @ ptipra nanotkanin. Tento zbytkovy naboj ma za nasledégte€nou
adsorpci 4 z roztoku na povrch nanotkaniny. Kinetiku poklesis@bancesl ilustruje
obr.11, kde byla pouzita nanotkanina bez enkapsniévo sensitizeru. Podobnyiph

byl nalezen u nanotkanin dopovanych sensitizeremegmanych ve t
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Obr. 11: Kinetika absorpces;lna PUR nanotkaninu

K dalsimu dkazu, Ze fotoprodukce lie zpisobena fotogenerad®,, byla pouZita
diagnostick&inidla NaN; a D,O v jodidovémg¢inidle. Je znamo, Ze Nalpusobi jako
fyzikalni zhase 'O, , naopak v BO m&*O,cca 16x delsi dobu Zivota.

Jak vyplyva z obr.12, s¥mice zavislosti absorbancg ha dok oz&eni je vyraza
v&tsi @i pouziti jodidovéhoginidla s 50% obsahem D (B = 3,2 x 1¢ s) oproti
ginidlu pouze s KO (2,3 x 10 s%). Naopak srrnice uginidla s obsahem 0,1M NaN
ukazuje nizkou hodnotu a tedy tei nulovou produkciO, (B = 1,7 x 10’ sY) (obr.12).
Timto bylo potvrzeno, ZeIvznika fotooxidani reakci 1s*0..

40
, 35 N
, 30 N
25 N
,20 N
15 N
,10 N
,05 N

351nm
O O O O O o o o o

’00 [ " r " [l " 1 " 1
0 300 600 HS]QOO 1200 1500

Obr. 12. Zavislost fotogeneraces Ina dolé oz&eni nanotkaniny s enkapsulovanym
0,1 % ZnPc a 0,1 % ZnTPP; v jodidovémidle (cernd), s 50% ED (zelena)

a s 0,1 M Nahl (cervena)
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DalSim testem, ktery &h potvrdit, Ze fotogenerovany lzavisi na kysliku, bylo
ozaovani nanotkaniny v jodidovéniinidle bez pistupu kysliku. Po 30 minutach
probublavani jodidovéheéinidla N, (k odstragnni Q) a po nasledném 60-ti minutovém
oz&eni jod. ¢inidla s pon®enou nanotkaninou nebyl pozorovan Zadny ustar
absorbance;l. Naopak absorbance se nepasnizila vlivem jiz zmitiného naboje na
povrchu nanotkaniny. Jégimé, e v nejfitomnosti @ nedochazi ke vzniktO, a proto

ani k"

4.3. FOTODEGRADACE SENSITIZERU V PUR NANOTKANIN E

DalSim cilem této prace bylo zj#ti, zda u sensitizér enkapsulovanych
v nanotkanig dochézi k vyrazSi fotodegradaci dhem oz#ovacich experiment
Z literatury je znamo, Ze sensitizery se snadnodegraduji, ale rychlost této
fotodegradace Ize jerkzko odhadnout. Porfyrinoidy se snadno fotooxidwiipzerci
Zn**, kdy dochazi ke zvy3eni standardniho elektronoypétenciall?’

Testovany byly vSechny pouZité nanotkaniny s enkapanym sensitizerem
(se ZnTPP, ZnPc a se &N ZnTPP a ZnPc). Bsvitnost nanotkanin umozniladieni
absorgnich  spekter enkapsulovanych sensifizerv nanotkaniach metodou
.na prichod“ (viz. kap. 3.2.5). Obr. 13 ukazuje absmipspektra pouzitych PUR
nanotkanin s enkapsulovanymi sensitizery. Nanoti@mUR Larithane s 0,1% ZnPc
obsahuje vyrazny absami pas p A = 671 nm a ménintenzivni absoni pasy pi
A =606 nm a 640 nm. Nanotkanina PUR Larithane %@hTPP obsahuje Sotetpas
pii A = 428 nm a dva Q-pasyip. = 558 nm a 599 nm. Nanotkanina PUR Larithane
$0,1% ZnPc a 0,1% ZnTPP obsahuje kombinaci vy&danych pds tj. pri
A =428 nm (ZnTPP) a = 671 nm (ZnPc) a tp A = 558 nm a 599 nm (ZnTPP) a
A =606 nm a 640 nm (ZnPc) (obr.13).
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Obr. 13: Absorgni spektra PUR nanotkanin s enkapsulovanymi seasyti
s 0,1 % ZnTPP (A), s 0,1 % ZnPc (B), s 0,1 % Zn@RRK1 % ZnPc (C)

Na zaklad fotodegradanich studii, kdy byly nanotkaniny azevany bilym sétlem
(viz. kap. 3.2.5.), bylo zjigho, Ze oba enkapsulované sensitizery gom rychle
fotodegraduji (obr.14). Z odtenych polgéasi fotodegradace (tj. doba, za kterou
absorbance klesne na polovinu vychozi hodnoty)yw#lZze fotodegradace nezavisi na
tom, zda se v nanotkagimachazi sensitizer sdm nebo vessmzZnPc fotodegraduje
pomaleji (poléas degradaceydsedZNPc) = 53 min), ZnTPP rychleji (paias
degradace;bgedZNTPP) = 45 min).
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Obr. 14: Absorgni spektra A — G a kinetika fotodegradace,A- G u nanotkanin

s enkapsulovanym sensitizerem; PUR Larithane s&?Bn(ly resp. A), PUR Larithane
se ZnPc (B resp. B), PUR Larithane se Zn-Pc a ZnTPP; (@sp. G); svislé Sipky

zn&i ¢asovy piibéh degradace
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Stejny fotodegradai &inek byl zjiS€n i pii pouziti jiného s¥telného zdroje,
studeného sitla 150 W lampy Kriss (obr. 15). Z toho plyne,s&ejedna o siilem
indukovanou degradaci fotosensitizex ne 0 moznou termickou degradaci vyvolanou

nechlazenym sitlem.

Absorbance
o
w

400 500 Anm ] 600 700

Obr. 15: Fotodegradace sensititeZnPc a ZnTPP v PUR nanotkadimzaovane
studenym sétlem 150 W lampy Kriss; absammi spektrum nanotkaninyrgd

(¢ervend) a po 30 min. o&ni ¢erna)

Ve snaze zjistit mechanismus fotodegradace bylyotkaniny oz#&ovany téz
v negitomnosti kysliku, v atmosfé N,. F¥i ozaovani nanotkanin v atmos& N,
nedochazelo k fotodegradaci ZnPc, ale ZnTPP fotedieyal (obr.16). Degradace
ZnTPP je pomalejSi nez na vzduchu, ale existuj@.PEhse tedy na rozdil od ZnPc
degraduje jak vzniklyntO, (rychleji), tak bez fitomnosti'O, (pomaleji, s poldasem
t1/2dedZNTPP) >> 60 min).
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Obr. 16: Fotodegradace sensitizerZnPc a ZnTPP v PUR nanotka&inN,
atmosféra; absotpi spektrum nanotkaniny s enkapsulovanymi sensjtize
v pribéhu oza&ovani (A), kinetika poklesu absa@mich pad ZnTPP
(pti 428 nm) a ZnPc (671 nm) (B); svisla Sipka drarer degradace

Fotodegradéni experimenty byly provamy i v prostedi deionizované vody

s podobnym vysledkem jako ¥ipact ozaovani na vzduchu.

Jak vyplyva z fotodegradamich studii, oba sensitizery jsou za danych
experimentalnich podminek relatévmychle fotodegradovany. U ZnPc je zjevné, zZe
fotodegradace je Agobena atakertD,, jak vyplyva z oz#ovacich poku$ na vzduchu
a pod atmosférou N U ZnTPP je prawpodobné, Ze dochazi ke kombinaci
efekti - v pritomnosti Q dochazi k peroxidaci sensitizeru singletovym Kyesii,
nalezena fotodegradace v niépmnosti Q je patrré zpisobena elektronovyminosem

mezi ZnTPP a polymerem nanotkaniny.
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5. ZAVER

1)

2)

3)

4)

5)

Na zéklad této prace bylo zjigho nasledujici:

Byl nalezen silny fotocytotoxicky dinek porfyrinoidniho sensitizeru
ZnTPPS pasobici na bakteriescherichia coli.

Dva odliSné porfyrinoidni sensitizery (ZnTPP a ZnhBe povedlo usg$ns
enkapsulovat do PUR nanotkaniny; tyto sensitizerpevyluhuji do vodného
prostedi a #istavaji v nanotkanin

Ozaovana PUR nanotkanina s enkapsulovanymi sensitizaryc, ZnTPP a
smési ZnPc a ZnTPP) vykazuje fotooxidaci anorganickéhsubstratu.
Nanotkanina obsahujici $sZnPc a ZnTPP m&imzéaeni bilym s¥étlem za
danych experimentélnich podminek zhruba stejnoapfotukci 'O, jako
nanotkanina obsahujici ZnPc, fotoproduk€ u nanotkaniny se ZnTPP je
vyrazre nizsi.

Experimenty ve tri#, v atmosfée N, a v deteknich ¢inidlech z BO a NaN
potvrdily predpoklad, Ze’lje oxidovan pomoctO,, ktery je produkovany
sensitizery v nanotkaninach.

Sensitizery enkapsulované v PUR nanotk&nijsou ne€ekaré rychle
fotodegradovany stlem. U ZnPc je ficinou peroxidac€O, , u ZnTPP se
vedle tohoto mechanismu patraplatiuje jeSt fotodegradace nezavisla na
O,, kterd je patré zpisobena interakci ZnTPP s materidlem nanotkaniny
mechanismem ipnosu elektronu.

NejzajimavjSim vysledkem prace je fakt, Ze nanotkaniny sengv
enkapsulovanymi sensitizery (ZnPc a ZnTPP) majiulzar stejnou
fotoprodukci 'O, jako nanotkaniny pouze se ZnPc a rychla fotodegrad
béhem oz#ovani neovlivni linearni nast produkced v prvnich 10 minutach
ozaovani. Tyto vysledky Ize interpretovat tak, Zze éxeané tripletové stavy

sensitizell jsouradow ve vyssSich koncentracich oprotigtupujicimu Q.
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