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Anotace

Tato disertacni prace se zabyva studiem a vyuzitim tzv. fotodynamického efektu v ob-
lasti 1ékarstvi, primyslu a ¢isténi odpadnich vod. Fotodynamicky efekt spociva v ozareni
fotodynamicky aktivni latky (fotosenzibilizatoru), kterd v excitovaném stavu prenasi ab-
sorbovanou energii na pritomny molekuldrni kyslik za vzniku jeho vysoce reaktivnich
forem. Tento jev se doposud vyuzival vyhradné v 1ékarstvi pri 1écbé nadorovych onemoc-
néni. Disertacni prace rozsituje vyuziti tohoto jevu na dalsi oblasti 1ékarstvi a nékteré
prumyslové aplikace (jako je napf. inaktivace mikroorganismi v kapalnych médiich nebo
rozklad obtizné odbouratelnych chemickych latek v odpadnich vodéch).

Teoreticka cast prace se zabyva elementarnimi vlastnostmi kysliku v zakladni i excito-
vané podobé, popisem fotoexcitace molekuly kysliku véetné vzniku jeho singletové formy a
metodami jeji detekce. Dale je uveden princip fotosenzibiliza¢nich reakci, mechanismi je-
jich vzniku a kinetiky. Zavérecné kapitoly teoretické ¢asti prace jsou vénovany potencialné
vhodnym organickym materialim splnujicim definované pozadavky na fotosenzibilizator
a prehledu pouzivanych svételnych zdroji pro fotoexcitaci.

Naplni experimentalni ¢asti prace je charakterizace a vybér nejvhodnéjsiho fotosenzi-
bilizatoru a svételného LED zdroje véetné ovéreni jejich vzajemné interakce. Posledni ¢ast
disertacni prace je vénovana aplikacim a zabyva se navrhem a realizaci osvitovych jed-
notek pro vyuziti v pramyslu, zdravotnictvi a ochrané zivotniho prostredi véetné ovéreni

jejich funkce.
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Annotation

This dissertation thesis deals with the study and use of the so-called photodynamic effect
in medicine, industry and wastewater treatment. The photodynamic effect is based on
the irradiation of a photodynamically active substance (the photosensitizer) to generate
highly reactive species. Nowadays, this effect is so far exclusively used in the medical
treatment of cancer. This thesis expands the use of this phenomenon to other areas of
medicine and some industrial applications (such as the inactivation of microorganisms in
liquid media, or the decomposition of hardly degradable chemicals in waste water).

The theoretical part focusses on the fundamental properties of oxygen — in its normal
and in its excited form, the photoexcitation of oxygen and singlet oxygen detection. Also
mentioned are the mechanism and kinetics of photosensitized reactions. The final chapters
of the theoretical part of this thesis represent a review of photosensitizers, their properties
and classification, followed by a review of light sources for photoexcitation.

The experimental part is devoted to the selection and characterization of the most
suitable photosensitizers and LED light sources including verification of their interaction.
The last part of the thesis deals with application areas and concerns itself with the design

of irradiation units for use in industry, health and environmental protection.

Keywords

light emitting diode, reactive oxygen species, singlet oxygen, photosensitizer, photodyna-

mic therapy, disinfection, antimicrobial therapy
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1 Uvod

Existence Castic v elektronové excitovaném stavu, vysoce reaktivnich forem podilejicich
se na fyziologickych i patologickych déjich v organismu, je zndma jiz vice nez 100 let,
ale skutecny zajem o studium téchto reaktivnich molekul vzbudil az predpoklad jejich
destruktivnich uc¢inkia na biomolekuly. Tyto c¢astice mohou vznikat rfadou chemickych,
fotochemickych, fyzikalnich nebo biologickych reakci. V soucasné dobé maji mimoradny
vyznam tzv. fotosenzibilizac¢ni reakce. Princip je zaloZzen na ozareni fotodynamicky ak-
tivni latky (fotosenzibilizdtoru), kterd v excitovaném stavu prenasi absorbovanou energii
na jinou molekulu za vzniku vysoce reaktivnich c¢astic. Tento jev je nazyvan jako foto-
dynamicky efekt. Mezi nejstudovanéjsi vysoce reaktivni castice patii tzv.reaktivni formy
kysliku (ROS — z angl. Reactive Oxygen Species) — singletovy kyslik, superoxidovy anion
radikal a dalsf formy. Singletovy kyslik (oznacovany jako 'O,), energeticky bohats{ forma
molekularniho kysliku, hraje vyznamnou roli v mnoha chemickych a biologicky relevant-
nich procesech, nebot velmi snadno reaguje s okolnimi molekulami a zptisobuje tak jejich
oxidativni destrukei. [1]

Za nejvyznamnéjsi oblasti vyuzivajici fotodynamicky efekt 1ze povazovat aplikace v 1é-
karstvi, kde tzv. fotodynamicka terapie dokaze selektivni neinvazivni formou nahradit
chemoterapii v 1écbé nékterych typu naddorovych onemocnéni a antibiotické pripravky
pouzivané pri lécbé zanétlivych onemocnéni. Fotodynamicky efekt 1ze vyuzit déle také
pro dezinfekci krve a krevnich derivati. Velkym tématem v primyslové oblasti je iprava
a Cisténi kapalin, kde mnozici se mikroorganismy predstavuji velké riziko pro tyto sys-
témy a jejich obsluhu. Jedna se predevsim o chladici okruhy v elektrarnach, odpadni vody
nebo o uzavrené okruhy procesnich kapalin. Také v oblasti konven¢nich pesticidi je snaha
nahradit tyto latky, které c¢asto kontaminuji povrchové vody a pidu, netoxickymi foto-
dynamickymi pesticidy. Velmi lakavou perspektivou jsou materidly s fotodezinfekénimi
vlastnostmi, které by mohly byt primou soucasti f6lii nebo natérovych hmot. [1, 2]

1.1 Soucasny stav problematiky

Fotodynamické reakce generujici reaktivni formy kysliku byly poprvé systematicky studo-
vany na zacatku 20. stoleti. Mezi zkoumané fotodynamicky aktivni latky patti z oblasti
organické chemie zejména organickd barviva, aromatické a heterocyklické slouceniny a
barevné kovové komplexy. K nejznaméjsim organickym fotosenzibilizatorum lze zaradit:
eosin, methynelovou modf, chlorofyl, riboflavin, 5-aminolevulova kyselina, porfyriny, fta-
absorpce, fotostabilita vici samovolné fotodegradaci, nizka toxicita a vysoky kvantovy
vytézek singletového kysliku. [1, 3, 4]

Pro aktivaci fotosenzibilizatoru je potieba jeho excitace svétlem o vhodné vinové délce
— maximum vyzarovaného spektra svétla musi v idealnim pripadé odpovidat maximu ab-
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sorp¢niho spektra dané fotodynamicky aktivni latky. Pro fotomedicinské aplikace musi
vyzarované spektrum svételného zdroje odpovidat tzv. terapeutickému oknu, které je cha-
rakterizovano intervalem vinové délky 600 nm az 1070 nm a predstavuje nejefektivnéjsi
penetraci tkané. S pouzitim katetrti a optickych vldken lze ozarovat postizena mista i
uvnitt téla. V oblasti <600nm dochéazi k nezddouci absorpci energie hemoglobinem a
v oblasti > 1000 nm svételné zareni absorbuje z vétsi ¢asti voda ve tkani. [5]

Prvnimi zdroji zareni byly Sirokospektralni zdroje, halogenové zarovky a vybojky, které
nalézaji diky velkému plosnému osvitu uplatnéni predevsim v dermatologii. K nevyhodam
téchto zdroju zareni patii velké ztratové teplo, znacné velikost a obtizna regulace expozic-
nich davek. Druhym typem svételnych zdroji jsou lasery produkujici monochromatické
svétlo s velmi izkym vyzafovacim spektrem a velkou energii. Vyzarovany paprsek lze
efektivné navazat do optickych vlnovoda pro snadné zavedeni in vivo. Nevyhodami jsou
vysoka cena a vysoké naroky na bezpecnost pri manipulaci. V soucasné dobé je snaha
nahradit vySe zminéné typy svételnych zdroju elektroluminiscenénimi diodami, které vy-
uzivaji vyhod jak sirokospektralnich zdroji, tak i lasert. Elektroluminiscencéni diody do-
kazi emitovat svételné zareni dle pouzitého materialu od ultrafialové oblasti az po oblast
infracervenou. Vynikaji dlouhou zZivotnosti, malym zahtivanim, nizkou energetickou na-
roc¢nosti, schopnosti osvitu velkych ploch a prenositelnosti. Jednotlivé diody lze efektivné
kombinovat a vytvorit tak diodové pole, které dokaze najednou excitovat vice typu foto-
senzibilizatoru. [6, 7, 8]

1.2 Aplikace

a) Fotodynamicka terapie

Princip fotodynamické terapie byl poprvé aplikovan v roce 1913 némeckym lékarem Fried-
richem Mayer-Betzem, ktery provedl u ¢lovéka prvni studii s porfyriny. Betz tuto metodu
nazval fotoradiacni terapie. Na jeho praci navazal v osmdesatych letech John Toth, ktery
ve svém clanku potvrdil fotodynamicky efekt 1écby s tehdejsim argonovym laserem a
pojmenoval ho fotodynamickd terapie (PDT — z angl. Photodynamic Therapy). PDT je
v soucasné dobé vedle chirurgie, chemoterapie, radioterapie a imunoterapie dalsi moznosti
1é¢by nadorovych onemocnéni. Jedna se o neinvazivni fotochemoterapii predstavujici kom-
binované pouziti fotosenzibilizatoru a svétla za pritomnosti molekuldrniho kysliku. [2, 6, 9]

Princip metody spociva v zavedeni fotosenzibilizatoru do krevniho recisté, kde se po-
stupné akumuluje v neoplastickych tkanich. Tumorova tkan s akumulovanym fotosenzi-
bilizatorem je vystavena svételnému zateni o vlinové délce 600-900 nm, které prochazi
tkani do vétsi hloubky a excituje fotosenzibilizator. U vnitfnich naddori je zapotiebi vést
svételny paprsek k tumoru optickym vldknem — specidlni katetry (obr. 1.1(a)). Reaktivni
formy kysliku zptisobuji oxidaci membranovych lipidi a proteint, coz se projevuje cyto-
Iyzou! a destrukei rakovinnych bunék. Fotosenzibilizator se po pfedani energie vraci do
ptuvodniho (zékladniho) stavu. Déj se tedy muze opakovat, ale pouze v pripadé, ze je
pritomen kyslik a trva svételnd excitace. Jelikoz je zasazena pouze ¢ast tumoru, kde je
akumulovan fotosenzibilizator, 1ze fotodynamickou terapii povazovat za selektivni metodu
tumorové 1é¢hy. [2, 9]

Nejcastéjsimi uzivanymi fotosenzibilizatory pro PDT jsou derivaty hematoporfyrinu
(HPD). Prvnim oficialné schvdlenym byl Photofrin®, ale v soucasné dobé se jiz pouZi-

'Rozpad buiiky — poruseni integrity bunééné membrany.
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vaji fotosenzibilizatory druhé generace, které vykazuji vyssi retenci v tumorové tkani a
absorpci svétla o delsich vinovych délkéch, nez je tomu u HPD. [9]

(a) Prototyp katetru spole¢nosti Light Sciences (b) Néplast Ambulight uréend k pouziti v der-
Oncology. |Zdroj: http://www.carbondesign. com| matologii. |Zdroj: http://www.ambicarehealth.con|

Obr. 1.1: Ukazka pristroji urcenych k 1é¢bé nemoci metodou fotodynamické terapie.

Metodu PDT lze nalézt nejen v 1é¢bé rakoviny plic, mozku, istni dutiny, jicnu, zaludku,
stfev, jater, ale pouziva se také v 1é¢bé dermatologickych problému (zde se fotosenzibili-
zator aplikuje na postizené misto ve formé masti nebo gelu), jako jsou kozni melanomy,
ekzémy, akné ¢i lupenka. [9]

b) Fotodynamicka dezinfekce

Pti pohledu na soucasné bakterialni kmeny, které jsou stale vice resistentni k antibioti-
ktm, je velmi dulezity vyzkum slouc¢enin ptisobici odliSnym mechanismem. Fotodynamické
inaktivace bakterii, viri, kvasinek a prvoku (PACT — z angl. Photodynamic antimicro-
bial chemotherapy) pracuje na stejném principu jako PDT. Vlastnost fotosenzibilizatoru
zpusobujici fotoinaktivaci? se oznacuje jako fototoxicita ¢i fotocytotoxicita. Celkovy foto-
toxicky efekt je vétsinou zpiisoben 'O,, ale mohou k nému pfispivat superoxidovy anion
radikdl O, ™, hydroxylové radikdly OH’, ptipadné dalsi radikély fotosenzibilizatoru. [9]

Pro ucely fotodynamické dezinfekce se pouzivaji fenothiazinova barviva (methylenova
modr), xanthenova barviva (bengalskd cerven) a aminoakridinové barviva. Prvni dvé jme-
novana barviva disponuji nejen vlastnosti fotosenzibilizatoru se Sirokym spektrem antimi-
krobidlni a antivirové aktivity, ale také je lze zaradit mezi konvencéni dezinfekéni ¢inidla.
Vysledny antimikrobialni efekt zavisi jak na povaze fotosenbilizatoru, tak na druhu mi-
kroorganismu. [9] Velmi zajimavou aplikaci spojenou s produkei 'O, se jevi také oblast
dezinfekce krve a krevnich derivati pro transfuze. Dezinfekéni proces v oblasti transfuze
musi s ohledem na nebezpeci infekce splnovat naroéné standardy. Na jedné strané je nutné
cilené zasdhnout nebezpecné typy patogenu (viry, bakterie, kvasinky) a na strané druhé
neposkodit dilezité krevni komponenty (jako jsou napft. ¢ervené krvinky). Krevni plazma
a Cervené krvinky neobsahuji nukleonové kyseliny na rozdil od bilych krvinek a infikuji-
cich organismt. Toho se vyuziva v pripadé fotodynamické metody se selektivné piisobicimi
kationtovymi fotosenzibilizatory (ftalocyaniny Si nebo Zn a fenothiazinova barviva), které
se interkaluji do DNA mezi pary bazi. [4, 9]

2U¢nna destrukce mikroorganismii.
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Fotodynamicka dezinfekce naléza v posledni dobé uplatnéni také v zubnim lékarstvi,
kde se pouziva napt. pro lécbu zanétu dasni.

Faze 1 Faze 2

Obr. 1.2: Fotodynamicka dezinfekce v zubnim lékarstvi. Faze 1 — aplikace fotosenzibili-
zatoru, ktery se nasledné navaze na bakterie. Faze 2 — ozareni diodovym lase-
rem, vzniklad chemicka reakce po 60 vterindch nici bakterie.) |Prevzato s dpravami

z: Periowave™, http://www.periowave.com|

c) Uprava a ¢isténi kapalin

V soucasné dobé je velkym tématem nejen tiprava a ¢isténi odpadnich vod, které obsahuji
velké mnozstvi mikroorganismii a mohou byt soucasné chemicky znecistény organickymi
polutanty, ale také vhodna dezinfekce chladicich feznych kapalin pouzivanych pri obrabéni
kovii. Tyto emulze vétsinou cirkuluji v uzavieném kolobéhu a davaji tak prostor pro
vznik a mnozeni riiznych druhtt mikroorganismi. Chladici okruhy v jadernych a tepelnych
elektrarndch obsahuji také rfadu nezadoucich mikroorganismti ve formé zelenych ras ¢i
sinic, které rostou v téchto systémech. Soucasné biocidni pripravky mohou obsahovat
aditiva, kterd vykazuji nezddouci stimulacni u¢inky na mikroorganismy a podporuji tak
jejich rust. Z téchto divodi je snaha nahradit soucasné biocidni preparaty vhodnéjsimi
substancemi. [9, 10]

Aplikace singletového kysliku v této oblasti umoznuje oxidativni destrukci mikrobidl-
nich latek a tedy zastaveni Sffeni infekci. Stejné tak 'O, zpisobuje oxidativni degradaci
pritomnych barviv nebo fenolickych latek. Nejvhodnéjsimi fotosenzibilizatory se ukéazaly
byt kationtové porfyriny nebo ftalocyaniny. Pro vétsi mnozstvi upravované vody jsou
z dtivodu snadnéjsi regenerace vyhodnéjsi imobilizované fotosenzibilizatory na tuhém sub-
stratu (nosici). [9]
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1.3 Cile disertac¢ni prace

Téma disertacni prace vzniklo na zakladé tzké spoluprace s vyzkumnym tymem Centra
organické chemie (COC) v Rybitvi, ktery se dlouhodobé zabyva syntézou fotodynamicky
aktivnich latek a studiem jejich vlastnosti. Pro zkoumani a optimalizaci parametrt téchto
latek z pohledu fotosenzibiliza¢nich reake je mezioborova kooperace ZCU a COC nezbyt-
nym predpokladem. Diky této spolupraci je mozné efektivné tesit navrh a optimalizaci
svételnych zdroji na bazi elektroluminiscenc¢nich diod pro nové syntetizované typy fotosen-
zibilizatorti a naopak. Z vyse zminéného soucasného stavu problematiky fotodynamického
efektu a jeho vyuziti v potencidlnich aplikacich byly stanoveny cile této disertacni prace:

1)

2)

3)

Charakterizace a vybér organického materialu schopného generovat re-
aktivni formy kysliku.

Organicky material pro potteby efektivni generace singletového kysliku musi vykazo-
vat nékolik dulezitych parametri: (a) efektivni absorpce svétla v rozsahu pozadova-
nych vlnovych délek; (b) znacna teplotni stabilita; (¢) odolnost vici fotodegradaci;
(d) vysoky kvantovy vytézek; (e) chemicka cistota a (f) nizkd toxicita. Smyslem
tohoto cile je nalezeni a podrobna charakterizace vhodného organického materialu
splnujiciho vyse zminéné parametry.

Navrh vhodného svételného LED zdroje a optimalizace rezimu fotoinici-
ace.

Emisni spektrum svételného LED zdroje musi co nejefektivnéji vyuzivat absorpcéni
maximum zvoleného organického fotosenzibilizatoru. Dalsimi dilezitymi parametry
jsou vysoky zarivy tok a vysoka uc¢innost premény energie. Pro splnéni cile je nutné
vhodné zvolit a podrobné charakterizovat svételny LED zdroj, coz zahrnuje stano-
veni elektrickych a radiometrickych parametrii véetné jejich teplotnich zavislosti.
S tim souvisi i navrh a optimalizace vhodného rezimu svételné iniciace fotosenzibi-
lizatoru.

Realizace a zhodnoceni osvitovych jednotek pro vybrané aplikace.

Pro prvotni ovéreni schopnosti zvoleného organického fotosenzibilizatoru a svétel-
ného LED zdroje generovat reaktivni formy kysliku bude nutné nejprve navrhnout a
zkonstruovat laboratorni osvitové jednotky (fotoreaktory), které by mély disponovat
konstrukéni variabilitou a univerzalnosti. V pripadé prokazani efektivni generace re-
aktivnich forem kysliku by ziskané zkusenosti a navrzené postupy umoznily realizaci
osvitovych jednotek pro potieby vybranych aplikac¢nich oblasti.
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Kyslik je bezbarvy plyn bez chuti a zapachu, ktery ve zkapalnéném stavu ma namodralou
barvu. Jednd se o druhy nejrozsitenéjsi prvek na Zemi, vznikd v atmosfére (20,95 %)
v pribéhu fotosyntézy kyanobakteriemi a rostlinami. [11]

Kyslik piedstavuje tzv. biogenni prvek® a jeho pfitomnost je nezbytnd pro existenci
vétsiny zivych organismii na této planeté. Kyslik se nejcastéji vyrabi frakéni destilaci zka-
palnéného vzduchu a uchovava se ve specialnich nadobach z diivodu jeho vysoké reaktivity.

| VI.A.‘—'— skupina
protonové cislo 8
perioda ——3ppD O
2~ 4 struktura
2s 2p ¢ elektronového obalu

Obr. 2.1: Kyslik jako prvek v periodické soustavé prvki.

Atom kysliku obsahuje 6 valen¢nich elektronu (skupina VI.A.) s elektronovou konfi-
guraci 15%2522p*. Tyto atomy jsou nestdlé a sluéuji se s dalsimi atomy kysliku dvojnou
vazbou na molekuly. Jedna se o tzv. molekularni kyslik, ktery je nékdy oznacovan jako
dikyslik. Molekula kysliku O,, ktera predstavuje nejjednodussi formu vyskytu kysliku,
mé v nejvyssim antivazebném orbitalu dva neparové elektrony (biradikal) s paralelnimi
spiny (multiplicita spinu = 3, jednd se o tzv. tripletovy stav). Tyto elektrony, v souladu
s Hundovym pravidlem?, obsazuji po jednom antivazebné orbitaly 7 (tato konfigurace m4
za nasledek paramagnetismus dikysliku).

Pri popisu elektronové struktury se elektrontim prirazuji dvé odlisné hodnoty spinu,
—i—% a —%. Takto mtuzeme rozdélit elektrony podle spinu na elektrony « a 3. Celkovy spin
soustavy (5) je poté definovan jako:

S = ;(na —ng) (2.1)

Kde n, predstavuje pocet elektroni s danym spinem. Multiplicitu spinu lze poté jiz snadno
vyjadrit jako:

25 +1 (2.2)
Podle hodnoty multiplicity spinu nazyvame stav, ve kterém se atom ¢i molekula nachéazi,
jako singletovy (1), dubletovy (2), tripletovy (3), kvartetovy (4) atd.

!Biogenni = ,zivotatvorny*“ prvek.
20Orbitaly se stejnou energif (degenerované) se obsazuji nejprve viechny po jednom elektronu se stejnym
spinem, a teprve pak druhym elektronem s opac¢nym spinovym ¢islem.
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Obr. 2.2: Molekulovy orbital dikysliku.

Z diagramu molekulového orbitalu (obr. 2.2) je ziejmé, ze s ohledem na zptisob obsazeni
antivazebnych orbitall existuji jesté dva excitované stavy kysliku (*A, a '3,).

Na tomto misté je nutné zdiraznit, ze elektronova konfigurace atmosférického kysliku
v zékladnim stavu je odlisnd od ostatnich organickych a biologickych molekul majici

vSechny elektrony sparovany (jsou tedy v

singletovém stavu). Proto veskeré reakce kysliku

v zakladnim tripletovém stavu s ostatnimi molekulami v zakladnim singletovém stavu
jsou vysoce energeticky narocné (maji vysokou aktivacéni energii) a probihaji pouze tehdy,
podari-li se prekonat tzv. spinovy zakaz. V pripadé neexistence tohoto pravidla by vsechna
organickda hmota zoxidovala v pritomnosti vzdusného kysliku na oxid uhli¢ity a vodu.
Termodynamicky jsou ale tyto reakce mozné a jsou silné exotermni. [1, 12, 13]
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Vybrané reaktivni formy kysliku

Béznou soucasti zivota v aerobnich podminkach jsou tzv. reaktivni formy kysliku, které
jsou zkracené nazyvany ROS (Reactive Oxygen Species). Tyto formy predstavuji ¢éstecné
redukované nebo oxidované slouc¢eniny odvozené od molekularniho kysliku, které vznikaji
ve vSech typech organismi, kde maji znacny patogenicky a fyziologicky vyznam. Jak
nazev napovida, ROS vykazuji znacnou reaktivitu ve srovnani s molekuldrnim kyslikem,
a proto velmi pohotové reaguji s mastnymi kyselinami, lipidy, aminokyselinami, proteiny a
nukleonovymi kyselinami. Predstavuji také faktory imunitni ochrany a jsou vyznamnymi
prostfedniky pro prenos energie. Na druhou stranu ale za urcitych okolnosti ptisobi jako
toxické latky a mohou organismus poskodit ¢i dokonce usmrtit. Reaktivni formy kysliku
1ze odvodit od meziproduktt redukce kysliku na vodu (obr. 2.3). [14, 15, 16]

excitace

O;;O Kyslik *O, wipey ———>  Kyslik '0, (singlet)

‘0:0 Superoxidovy anion radikal O
‘O Peroxidovy ion Oy

H: O : O [H Peroxid vodiku H,0,
: O H Hydroxylovy radikal OH"

:0:H Hydroxylovy ion OH"
Obr. 2.3: Vybrané reaktivni formy kysliku.

Reaktivni formy kysliku mohou byt ¢astice dvojiho typu. Jedny predstavuji tzv. volné
radikdly,®, ke kterym lze zafadit superoxidovy anion radikdl (O, ") a hydroxylovy radikél
(OH"). Vlivem elektronového deficitu se tyto ¢astice snazi prijmout dalsi elektron a doplnit
si par do stabilni konfigurace, coz je divodem jejich velké reaktivity a kratké doby zivota.
Dalsi preménou volnych radikdli mohou vznikat jiné reaktivni latky (druhy typ ROS),
které jiz nevykazuji radikdlovy charakter. Jsou to singletovy kyslik (*O,), peroxid vodiku
(H,0,), ale také ozon (O,). [14]

3Molekula, atom nebo ion schopny samostatné existence, ktery obsahuje alespoii jeden neparovy elek-
tron.
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Singletovy kyslik 'O,

Jak jiz bylo feceno v predchozi kapitole, pozadavky na zachovani multiplicity spinu jsou
pri¢inou relativné malé reaktivity molekularniho kysliku v zakladnim tripletovém stavu
(30,). Po absorpci dostatecné velké energie je moZné spin jednoho z nepdrovych elek-
tronii otocit a molekula kysliku prejde do své energeticky bohatsi konfigurace — hovorime
o singletovém kysliku (*O,).

Singletovy kyslik 1O, je ve srovnani s molekuldrnim kyslikem v zdkladnim stavu velmi
reaktivni a v dnesni dobé patii mezi nejstudovanéjsi formy ROS. Podstatou vysoké reak-
tivity 'O, je fakt, Ze reakce singletového kysliku s vétsinou chemickych ldtek jsou spinové
dovolené. Z nazvu ,singletovy“ lze odvodit, Ze multiplicita spinu se rovna 1, z ¢ehoz
vyplyva, ze v tomto stavu ma kyslik vSechny elektrony sparovany. V zdkladnim stavu je
kyslik latka paramagneticka, ale v excitovaném singletovém stavu po sparovani valenc¢nich
elektroni vykazuje tato forma kysliku diamagneticky charakter. [1, 11]

Excitovany singletovy stav kysliku mtze existovat ve dvojim elektronovém usporadani
liscl se od sebe excitacni energif: E(*A,) = 94,1 kJ/mol a E(*X,) = 158 kJ/mol, kterd od-
povida mire absorpce energie potiebné k obraceni spinu jednoho z neparovych elektront.
1, 13]

Energie
Energie

2s 2s 2s 2s
o o
i i i i
Atomovy orbital O | Molekulovy orbital O, | Atomovy orbital O Atomovy orbital O | Molekulovy orbital O, | Atomovy orbital O
(a) Elektronové uspofddéani 'A, (b) Elektronové uspofadani 'Y,

Obr. 2.4: Molekulovy orbital singletového kysliku v obou elektronovych usporadanich.

Ve vét$ing literatury je pod pojmem singletovy kyslik oznaCovana forma O,('A,).
V posledni dobé ovsem znatelné vzrostl zajem o generaci a reakce energeticky bohatsi,
ale méné stabilni formy O,('3,) jak v roztoku, tak i v plynné fazi. [1]

Doba zivota singletového kysliku (*A,) je znacné zdvisld na rozpoustédle a miZe na-
byvat hodnot 4 us ve vodném prostiedi az 100 ms v nékterych slabé interagujicich halo-
genovanych uhlovodicich (viz tab. 2.1). Diky omezené dobé Zivota 'O, je oblast ptisobent
v zivych organismech omezena na relativné malé vzdalenosti (10 az 400 nm). [1, 12, 13]



2 KYSLIK A JEHO REAKTIVNI FORMY

Tab. 2.1: Vlastnosti singletovych stavii kysliku O,(*A,) a Oy(*3,). |zdroj: [1]]

Parametr 0,(*A,) 0,(*'%,)
Energie [kJ.mol™!] 94,1 156,9
Typ prechodu 0,('Ag) = 0,C°%,)  0,('%y) = 05°%,)  0,('%) — 0y(*Ay)
Vlnova délka [nm)] 1269-1282 765 1914-1936
Radiacni doba Zivota
Plyn 64,6 min 11,8 s 6,7 min
Roztok 0,25-10 s 1s 0,33-1,4 ms
Doba Zivota v rozpoustédle
H,0O 3,8 us 8,2 ps
D,0O 62 us 42 ps
CH,;0OH 10 ps 8,2 ps
CD,0D 240 ps 94 ps
(CH;),CO 50 us 123 ps
(CD,),CO 723 us 294 ps
CHCl, 264 ps 1,18 ns
CDCl, 740 ps 2,22 ns
CCl, 28 ms 105-132 ns

H,0, + NaClO — 'O, + H,0 + NaCl
0, +0OH — 'O,+OH" :
ONOO,” + H,0, — 'O,+H,0+NO" (2.5)

Singletovy kyslik mtize vznikat fadou chemickych, fotochemickych, fyzikalnich nebo
biologickych reakci. P¥ikladem vzniku 'O, fyzikdlnim procesem je napt. mikrovinny vy-
boj v kyslikové atmosfére. Chemickou cestou je klasicka reakce chlornanu s peroxidem
vodiku (2.3), superoxidového anion radikélu s hydroxylovym radikdlem (2.4), peroxoni-
tritu s peroxidem vodiku (2.5), déle tepelny rozklad endoperoxidi a také reakce ozonu
¢i ozonidl s riznymi latkami. V biologickych systémech produkuji singletovy kyslik né-
které enzymy (napf. peroxiddzy?). K pfimym fotochemickym reakcim patif fotolyza ozonu
nebo fotolyza komplexti s prenosem naboje kyslik-organickd molekula. V soucasné dobé
maji mimofddny vyznam tzv. fotosenzibilizacni reakce®, které jsou dikladnéji vysvétleny
v kapitole 3.2. [1, 9, 14]

4Enzymy, které pomoci peroxidu vodiku oxiduji rfizné substraty v podobé:
redukovany substrat + H,O, —— oxidovany substrat + 2H,O

5Svétlem iniciované reakce sloucenin obsahujici chromofory, po jejichz excitaci se prenasi absorbovand
energie na kyslik za vzniku 10,.
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2 KYSLIK A JEHO REAKTIVNI FORMY

Superoxidovy anion radikal O,

Superoxid méa jeden neparovy elektron a je vytvaren redukci kysliku. O,  neni prilis
reaktivni a v zivych organismech podléha dismutaci® (SOD — Superoxid Dismutaze). SOD
predstavuje dilezity antioxidant, ktery tc¢inné zhasi superoxidovy radikal a preménuje ho
na méné toxicky peroxid vodiku (2.6). Pfi neutralnim pH se superoxidovy anion radikal
chova jako slaby primarni oxidant. Tento radikal neni schopen difundovat skrz biologické
membrany, ale dokdze omezit transport elektront v enzymech dychactho fetézce. [10, 14]

0,” +0,” +2H" — O, + H,0, (2.6)

Peroxid vodiku H,O,

Peroxid vodiku neni sice radikalem, nebot jeho reakce s biomolekulami jsou pomérné
pomalé, ale velmi tésné se tcastni tvorby volnych radikal. Ma schopnost difundovat do
relativné velké vzdalenosti a vazat se s piitomnymi bilkovinami. [10, 14]

V pritomnosti tranzitnich kovi se peroxid vodiku pohotové redukuje:

H,0, + Fe’" — OH" + OH™ + Fe** (2.7)

Rovnice (2.7) je zndméa pod nazvem Fentonova reakce.

Hydroxylovy radikal OH’

Hydroxylovy radikal je vysoce toxicky a extrémné reaktivni. Volna ¢astice OH’ je nejje-
dovatéjsi znamou latkou. Ve tkani se okamzité slucuje s jakoukoliv molekulou, nebo z ni
vytrhne elektron a aktivuje ji. Cytotoxicky tc¢inek OH™ spociva v jeho schopnosti odtrh-
nout vodik z biomolekul nebo v jeho adici” na dvojné vazby. OH" vznikd dismutaci se
superoxidem nebo Fentonovou reakei. [10, 13, 14, 15]

6Reakce, ve které latka soucasné redukuje a oxiduje — tvoii dva réizné produkty. Jiny ndzev pro
dismutaci je disproporcionace.

"Reakce, pii které dochézi k zaniku vicenasobnych vazeb na vazby jednodussi (napf. z jedné dvojné
vazby vznikaj{ dvé jednoduché).
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3 Fotoexcitace a excitované stavy

Dle fyzikalni definice predstavuje svétlo formu energie, ktera je jak vinového, tak castico-
vého charakteru. Ve vakuu se Sfff rychlosti pfiblizné ¢ = 3 x 108 m.s~!. Barvu svételného
zareni charakterizuje jeho vlnova délka A nebo frekvence v. Vztah mezi témito veli¢inami
vyjadruje rovnice (3.1). Max Planck v souvislosti s kvantovou teorii zavadi pojem svételné
kvantum hv, kde h je Planckova konstanta.

c=\v (3.1)

E=hy= li\c (3.2)

Céstice mohou existovat pouze v uréitych diskrétnich energetickych stavech — energe-
tickych hladindch. Ezcitace (vybuzeni) predstavuje fyzikalni proces, pii kterém dochdzi
k prechodu energetického stavu atomu ¢i molekuly na vyssi energetickou hladinu. Prechod
mezi témito hladinami tedy musi byt spojen se ziskem nebo ztratou urcitého mnozstvi
energie F. V pripadé, ze k prechodu mezi energetickymi hladinami doslo absorpci fotonu,
hovorime o fotoexcitaci.

PYi absorpcil energie fotonu molekulou miize dojit ke tiem typtim fotoexcitace: rotacni,
vibra¢ni a elektronové. Vse souvisi s vlnovou délkou absorbovaného zareni. V pripadé ab-
sorpce nizkoenergetické infracervené zareni (IR) dochézi k rota¢ni nebo vibraéni excitaci,
zatimco ultrafialové (UV) nebo viditelné (VIS) zafeni zptisobuje excitaci elektronovou.
[17, 18]

V okamziku excitace jsou vlivem velké rychlosti absorpéniho procesu (107'° s) rekon-
figurovany pouze elektrony, zatimco tézsi nukleony ztustavaji v geometrii zakladniho stavu
(Franckuv-Condontiv princip). Po absorpci svétla organickou molekulou v zékladnim stavu
(Sp) preskoéi elektron z nizko polozeného orbitalu do nejblizstho neobsazeného orbitalu
s vyssi energii. Nyni muze dojit k vytvoreni jednoho ze dvou elektronové odlisnych exci-
tovanych stavi: (a) singletovy stav (S1) s antiparalelnimi spiny obou elektrontu nebo (b)
tripletovy stav (T) s paralelnimi spiny obou elektront. Diky kvantové-mechanickym pra-
vidlim, které vyzaduji zachovani spinu v pribéhu excita¢niho procesu, neprobiha otoceni
spinu elektront okamzité. Vznik singletového stavu je tedy pravdépodobnéjsi. [17, 18]

Fotochemické procesy organickych molekul se nejcastéji ilustruji prostrednictvim tzv.
Jablonského diagramu (obr. 3.1). [18]

IFyzikalni proces, pii kterém je energie fotonu pohlcena latkou.

12



3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

3.1 Energetické stavy excitované molekuly

Jablonského diagram ilustruje relativni energie molekuly jak v zdkladnim stavu, tak i
ve stavech excitovanych pro danou nuklearni geometrii. Obrazek 3.1 zobrazuje zakladni
elektronové stavy a nejcastéjsi fotochemické procesy (prechody).

Nezarivé procesy se uskutecnuji mezi vibracné-rotacnimi hladinami rtznych energe-
tickych stavii a jsou zobrazeny v diagramu vlnovkou. Vzhledem k tomu, ze se pri téchto
procesech neméni celkova energie systému, nedochazi k emisi zareni. Zatrivé prechody jsou
oznaceny v diagramu piimou sipkou a jsou spojeny s vyzarenim svételného kvanta. V dia-
gramu je také naznacen vznik fotochemickych reakci, za které se povazuje chemicka zména
zahrnujici fotodisociaci excitované molekuly na fragmenty, jeji spontanni izomeraci nebo
reakci s dalsi molekulou. [18]

A pek ﬁ
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) r |
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"4 v
| w// 2
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pr —L |y T, v $
S| v _T_* s .
> 1 Vi Isc
By Vo ' 55
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%
h h h, @,
Vv vf vp (S “\f/(.%‘
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P v
S W f | ‘:4*
0 'y " Y \

Obr. 3.1: Jablonského diagram. hv = absorpce; hvy = fluorescence; hy, = fosforescence;
ic = vnitini konverze; isc = mezisystémovy prechod; vr = vibrac¢ni relaxace;
¥ = zékladni stav; 1* = excitovany stav; ¢¥'* = excitovany stav s vyssi energif;
vg — v5 = vibrac¢ni hladiny daného stavu. |Prevzato s tipravami z: [18]|

K fotofyzikdlnim zdrivgm procesum patii [20]:

o Povolend“ singlet-singlet absorpce Sy + hv — S,,, kterd je experimentalné charak-
terizovana molarnim absorpénim koeficientem? e(Sy — S,,).

o Zakazanad“ singlet-triplet absorpce Sy + hv — T,,, ktera je charakterizovana mo-
ldrnim absorpcénim koeficientem (Sy — T5,).

o Povolend“ singlet-singlet emise S, nebo S; — hr + Sy, kterd je nazyvana fluo-
rescence a je charakterizovana rychlostni konstantou ;.

20znacovan také jako exktinkéni koeficient. Vyjadiuje celkovy tdtlum (soudet koeficientu absorpce a
koeficientu rozptylu) svétla pii prichodu vrstvou prostiedi.
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3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

o Zakazana“ triplet-singlet emise T,, nebo T} — hv + Sy, kterd je nazyvana fosfo-
rescence a je charakterizovana rychlostni konstantou £,.
K fotofyzikalnim nezdriviym procesim patii [18, 20]:

o Povoleny“ prechod mezi stavy se stejnou spinovou multiplicitou Sy, — S; nebo
Ty — T, tzv. vnitrni konverze, oznacovan jako ic (internal conversion). Vnitini
konverze je charakterizovana rychlostni konstantou ;..

o Zakazany“ prechod mezi excitovanymi stavy s odliSnou spinovou multiplicitou
Sy — Ty, tzv. mezisystémovy prechod, oznacovan isc (intersystem crossing). Me-
zisystémovy prechod charakterizuje rychlostni konstanta k..

o Prechod z vyssich vibracnich stavii do stavu zdkladniho za soucasného uvolnéni
tepla, tzv. vibraéni relazace, oznacovana jako vr (vibrational relaxation).

Tab. 3.1: Rychlostni konstanty procest spojenych s excitaci molekuly. |Pievzato z: [18]]

Nézev procesu Rychlostni konstanta (s!)
Absorpce 101°

Fluorescence 106 - 10°

Fosforescence 1072 - 10?

Mezisystémovy piechod 10° — 10!!
Vnitini konverze 10t - 101

Vibra¢ni relaxace 1019 — 1012

Hodnoty rychlostnich konstant jednotlivych prechodt jsou uvedeny v tab. 3.1. Sou-
et rychlostnich konstant daného vibronového (vibracné-elektronového) stavu urcuje jeho
dobu Zivota T = 1/k. [18]

3.1.1 Absorpce

Absorpce zafeni molekulou probihé ze vSech procest nejrychleji (1071 sekundy) a pred-
stavuje zakladni podminku jakéhokoliv fotofyzikalniho nebo fotochemického experimentu.
Podle prvniho fotochemického zdkona® vyvoldva fotochemickou reakci pouze svételné
kvantum, které molekula sama absorbuje. Nasycené organické molekuly jsou vétSinou
bezbarvé a neposkytuji absorpci v blizké UV ani VIS oblasti spektra, zatimco nenasy-
cené molekuly v téchto oblastech velmi dobte absorbuji. Absorpce je zpravidla zptisobena
prechody vazebnych (7) nebo nevazebnych (n) elektront v molekule do antivazebnych
prechodi. Na obr. 3.2 jsou zobrazeny energetické hladiny molekulovych orbitali. [18, 22]
Aby absorbujici latka (oznacovana jako chromogen) byla schopna absorpce, musi ob-
sahovat tzv. chromofor, ktery predstavuje atom nebo skupinu atomi odpovédnych za
absorpci v UV-VIS oblasti spektra. Chromofory obsahuji uhlikovy fetézec obsahujici kon-
jugovany m-systém dvojnych vazeb (pravidelné stiidani dvojnych a jednoduchych vazeb),
ale také azo skupiny, thio skupiny a dalsi. Ke chromoforim byvaji pfipojeny pomocné
skupiny nazyvané auzochromy, které jsou zodpovédné za barevnost latky. [18, 21, 22]

3Zakon byl formulovan na poc¢atku 19. stoleti T. Grothussem a J. W. Draperem.
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3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

GO <00 —m— O  antivazebny orbital

0 C<@C><® —— T vazebny orbital

orbital volného
elektronového pdaru

YY xx —— T vazebny orbital
n XX —— O antivazebny orbital

Energie

Obr. 3.2: Energetické hladiny molekulovych orbitalli. [Prevzato s tipravami z: [22]|

Prochézi-li svételny paprsek prostredim schopnym absorbovat, je intenzita paprsku
vstupujicitho vyssi nez intenzita paprsku proslého timto prostredim. Tento jev je nazyvan
Lambert-Beeriv zakon a nejcastéji ma podobu:

I =1,-107° (3.3)

kde I je intenzita vstupujiciho zareni, I intenzita proslého zareni, € molarni absorpéni
koeficient, d tloustka méreného vzorku a ¢ je koncentrace vzorku.

Lambert-Beerova zdkona se vyuziva v UV-VIS spektroskopii zejména pro stanoveni
neznamé koncentrace roztoku. Pro vyjadreni zavislosti absorpce zareni na koncentraci
vzorku je vhodné vztah pomoci logaritmu linearizovat. Zavadi se bezrozmérné velic¢iny
absorbance (A) a transmitance (T):

I

A = —logI— = —logT = ecd (3.4)
0
vzorek

Iy 1
—_— —_—
c

- d >

Obr. 3.3: Prichod svételného zareni kyvetou.
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3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

3.1.2 Vibracni relaxace a vnitrni konverze

Po excitaci na jednu z vibra¢nich hladin v,, excitovaného stavu .S,,, dochazi obvykle k rela-
xaci na nejnizsi vibra¢ni hladinu vy téhoz excitovaného stavu spojenou s vyzarenim energie
ve formé tepla. Proces je velmi rychly (mezi 10712 a 10710 sekundy) a nastava s nejvétsi
pravdépodobnosti okamzité po absorpci. Relaxace probiha pouze mezi vibra¢nimi hladi-
nami, takze nedochézi ke zméné elektronového stavu. [18]

V pripadé, ze vibrac¢ni energie je dostatecné vysoka, muze dojit k preskoku elektronu
z nejnizsi vibrac¢ni hladiny excitovaného stavu S; na nejvyssi vibrac¢ni hladinu energetic-
kého stavu Sy. Tento proces se nazyva vnitini konverze a je mechanisticky stejny jako
vibra¢ni relaxace. Vibra¢ni hladiny stavu Sy se mohou prekryvat s vibra¢nimi hladinami
stavu S, elektron tak mtize preskoCit mezi témito stavy bez vyrazné zmény energie.
Pokud se hladiny neprekryvaji a jsou v dostatecné blizkosti, mtze dojit k preskoku elek-
tronu prostrednictvim tunelového efektu. Pravdépodobnost vnitini konverze se zvysuje se
zmensovanim vzdalenosti mezi danymi vibraénimi hladinami. [18, 22]

3.1.3 Mezisystémovy prechod

Mezisystémovy prechod zahrnuje zménu spinu elektronu, probiha tedy mezi energetickymi
hladinami singlet — triplet. Tripletova hladina 7} lezi niZe nez hladina singletova S;. Nej-
rychlostnimi konstantami kst a krg (nebo obecné k;s.). Pfechod se muze uskute¢nit bud
piimou spin-orbitalni interakei stavu S; do vyssi vibracni hladiny 7} nebo spin-orbitalni
interakci S7 do vyssiho tripletového stavu T),, ktera je ihned nasledovana vnitini konverzi
T, — Ty. Mezisystémovy prechod je vlivem ,zakdzané“ inverze spinu pomérné pomaly
proces (mezi 107 a 1079 sekundy). Mezisystémovy prechod je b&zny u molekul obsahujict
tzv. tézky atom“. [18, 22]

3.1.4 Fluorescence a fosforescence

Luminiscenc¢ni zarivé prechody — fluorescence a fosforescence — jsou definovany dle povahy
excitovaného stavu. Po absorpci zareni prechazi elektron na jednu z vibrac¢nich hladin
excitovaného singletového stavu (So — S,). Nésleduje prechod prostiednictvim vnitini
konverze a vibracni relaxace na nejnizsi vibra¢ni hladinu excitovaného singletového stavu
S, ze kterého elektron prechazi na jednu z vibrac¢nich hladin zékladniho stavu Sy spolecné
s vyzarenim fotonu, jedna se o fluorescenci. [18, 22]

V pripadé, ze elektron prechazi prostrednictvim mezisystémového prechodu z nejnizsi
vibra¢ni hladiny excitovaného stavu na vibra¢ni hladinu tripletového stavu (S; — T1),
kde nasledné vibra¢nimi relaxacemi ptrechézi na nejnizsi hladinu tripletového stavu T,
odkud dojde k zarivému pfechodu na jednu z vibra¢nich hladin zdkladniho stavu (),
hovorime o fosforescenci. Proces fosforescence je velmi pomaly (mezi 1072 a 10? sekundy),
nebot se jednd o ,zakazany“ prechod (musi dojit ke zméné spinu elektronu). Z tohoto
divodu je pravdépodobnost prechodu nizka a s tim souvisi delsi ¢as ,,vyhasinani®“. Vzhle-
dem k dlouhym dobam zivota fosforeskujicich stavu (jednotky milisekund az sekundy) je
srazka s jinou molekulou nejcastéjsi pricinou jejich deaktivace a tudiz fosforescence vidi-
telnda pouhym okem je maélo casta. Potlaceni srazek s jinymi molekulami lze dosahnout
v tuhych (rigidnich) médiich, kde nejsou molekuly schopné difuze. Fosforescence je oproti
fluorescenci méné castym jevem. Vzhledem k tomu, zZe tripletovy stav T} je energeticky
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3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

nize nez singletovy stav 51, je vlnova délka u fosforescence delsi ve srovnani s fluorescenci.
[18, 22]

Specidlnim pripadem luminiscence je tzv. zpozZdénd fluorescence, ktera predstavuje
vibra¢ni hladinu excitovaného singletového stavu (77 — S7) — tento jev je oznacovan jako
reverzibilni mezisystémouy prechod (reverse intersystem crossing). K fluorescenci dochazi
po navratu na hladinu stavu Si, proto je vinova délka stejné jako u klasické fluorescence.
Vlivem reverzibilnitho mezisystémového prechodu, ktery zptisobuje zdrzeni celého déje, je
¢as vyhasindni mnohem delsi nez u klasické fluorescence. [22]

3.1.5 Zhaseni a senzibilizace

Kromé diive zminénych unimolekuldrnich deaktivacnich procesu (zafivé a nezafivé pre-
chody u molekuly), existuji také bimolekularni deaktivacni mechanismy. Ty zahrnuji pie-
nos energie z jedné molekuly (oznacme jako donor D) na druhou (oznacme jako akceptor
A). Excitace akceptoru pti tomto procesu se nazyva senzibilizace (senzitization), zatimco
pokud je predmétem zdjmu deaktivace donoru, hovorime o tzv. zhdseni (quenching). Oba
mechanismy hraji dilezitou roli v organické fotochemii. [17, 18]

Prenos energie

Pokud excitovand molekula donoru D* (senzibilizdator) prenese energii elektronu na mo-
lekulu akceptoru A (zhdsec) a sama se deaktivuje do zakladniho stavu, jednd se o proces
prenosu energie, ktery se muze uskutecnit pomoci dvou mechanismii, které se ridi Wigner-
Witmerovym pravidlem* [17, 18]:

Ip [, 1p* e, 3 (3.5)
D +'A = D4 A* (3.6)
D* +'A — D + 2A* (3.7)
D* + %A — D + 'A* (3.8)

kde 'D (1A) a 1D* (1 A*) jsou zdkladni singletovy stav donoru (akceptoru), resp. exci-
tovany singletovy stav donoru (akceptoru), 2D (3A4) a 3D* (3A*) jsou tripletovy stav do-
noru (akceptoru), resp. excitovany tripletovy stav donoru (akceptoru). Rovnice (3.5) popi-
suje vznik excitovaného (pomoci absorpce svételného kvanta) a tripletového (prostiednic-
tvim mezisystémového prechodu) stavu senzibilizatoru. Singlet-singletovy (3.6) a triplet-
tripletovy (3.7) prenos energie predstavuji kvantové-mechanicky ,povolené® procesy.
V tzv. senzibilizacnich reakcich (3.7) je pouzivanym mechanismem pravé triplet-tripletovy
prenos energie. Reakce (3.8) predstavuje tzv. triplet-tripletovou anihilaci (TTA), ktera je
vyuzivana pii generovani singletového kysliku. [17, 18, 19]

Pfenos elektronu

Smés dvou typi molekul, jedna s nizkym ionizaénim potencidlem (donor elektront) a
druhd s vysokou elektronovou afinitou (akceptor elektroni), vykazuji v zadkladnim stavu

4V priibéhu reakce se celkovy spin reakénfho procesu neméni. [18]
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3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

absorpc¢ni pasy, které se jinak u samostatnych molekul neobjevuji. Tyto absorpéni pasy
vznikaji na zékladé tvorby tzv. charge-transfer (CT) komplext. Dle definice je charge-
transfer (neboli prenos ndboje) elektronovy prechod, kdy je ¢ast elektronového néboje
premisténa z donoru na akceptor. Pokud se mezi molekulami donoru a akceptoru premisti
cely naboj, hovorime o prenosu elektronu [18]:

D*+A—-D"+ A~ (3.9)

kde D* predstavuje excitovany stav donoru, A zdkladni stav akceptoru, Dt kation
radikal donoru a A~ anion radikal akceptoru.

K dalsim deaktiva¢nim procestim excitované molekuly lze zaradit napt. fragmentaci
(rozstépeni molekuly), jonizaci (proces, pri kterém se z elektricky neutralni molekuly stéava
ion) nebo izomeraci (zména usporadani atomt v molekule bez zmény druhu a po¢tu atomu
tvoricich molekulu). [18]
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3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

3.2 Fotosenzibilizacni reakce kysliku

Vzhledem k tomu, ze molekula kysliku nema v bézné dosazitelné oblasti UV-VIS zareni
vyraznéjsi absorpci, je nutné excitovat molekulu kysliku nepiimo pomoci fotosenzibili-
zatoru. Mechanismy fotosenzibilizac¢nich reakci kysliku jsou zjednodusené znazornény na
obr. 3.4.

2 5 1A Tor
S}ﬁ( ) %) 6) Volné radikaly ) Fotochemlcfka reakce
/ Mechanismus I
T
1 Pad g bakterie
J/ 1
A Eg

M| 324 8) .
Fotochemicka reakce

H 1
: -
2(7) 4 g Mechanismus I1 %

So A YY . . Y \ 32g
Fotosenzibilizator Kyslik Substrat

y
)

<

Obr. 3.4: Mechanismy fotosenzibilizac¢nich reakci kysliku. |Prevzato s tpravami z: [36]]

Molekula fotosenzibilizatoru (Fs) se po absorpci svételného kvanta (1) dostéava do
excitovaného singletového stavu S,,, ktery rychlou vibra¢ni relaxaci (2) prechazi na nejnizsi
excitovany singletovy stav S; (1Fs*). Ndsledné se stav S; deaktivuje jednim ze t¥{ moznych
zpusobw: vnitini konverzi (4), vyzarenim prebytecné energie ve formé fluorescence (3),
mezisystémovym prechodem do tripletového stavu Ty (3Fs™) (5).

Prechod fotosenzibilizatoru ze zakladniho stavu do tripletového lze zobrazit jako:

Fs 22 R (3.10)
Fs* — Fs* (3.11)

Dosavadni znalosti problematiky fotoexcitace kysliku mohou vyustit v nasledujici dveé
schémata [2] :

e Mechanismus I — Prenos elektronu

Fs* +Sub  —— Fs~ +Sub™ (3.12)

Fs~ +°%0, — Fs+0,~ (3.13)
o Mechanismus II - Pienos energie

Fs* +°%0, —— Fs+'0, (3.14)

'0y+Sub  — Sub™t 4+ 0, (3.15)
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3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

Rovnice (3.12)—(3.15) predstavuji reakéni mechanismy deaktivace tripletového stavu
fotosenzibilizatoru, kde:

SEst fotosenzibilizator v tripletovém stavu
Fs oo fotosenzibilizator v singletovém stavu
Sub ... substrat v zdkladnim stavu
Fs~aSub™ ............... castice radikalového typu
YOf oo kyslik v singletovém stavu
309 o kyslik v tripletovém stavu
Oy superoxidovy radikal

Vysledkem obou cest je jedno-elektronova oxidace substratu na kation radikal (Sub'™)
a jedno-elektronové redukee kysliku na superoxidovy radikal (O 7). [2]

Reakéni mechanismus [ predstavuje elektronovy transport. Interakce tripletového
stavu fotosenzibilizatoru se zédkladnim stavem okolnich akceptorovych molekul vede ke
generaci fady radikdlu (6), které nésledné reaguji s okolnim kyslikem za vzniku reaktiv-
nich forem kysliku. [14]

V reakénim mechanismu II interaguje fotosenzibilizator v tripletovém stavu s dikys-
likem a dochéazi k pfenosu energie z fotosenzibilizatoru na tripletovy kyslik (7). Nasledné
vznikd reaktivnéjsi singletovy kyslik 'O,. Molekula kysliku v elektronovém usporadani{ '3,
velmi rychle prechdzi do stabilngjsi formy *A, (8). Méné ¢astym piikladem (< 1%) reakc-
niho mechanismu II je elektronovy transport vedouci ke vzniku superoxidového radikalu
0, [14, 23]

Zhaseni tripletovych stavi fotosenzibilizatoru v nékterych organickych rozpoustédlech
produkuje jak 'A, tak i '3,. Pomér mezi produkei obou forem singletového kysliku zdvisi
nejen na povaze fotosenzibilizatoru, ale i na pfitomném rozpoustédle. [1]

Z obr. 3.4 je patrné, ze deaktivace excitovanych stavi je fyzikalni monomolekularni
proces, zatimco zhaseni kyslikem, popf. jinou molekulou predstavuje bimolekularni reakci.
Pro rychlostni konstantu deaktivace tripletového stavu k7 za nepi¥itomnosti kysliku nebo
jiného zhasedla plati [1]:

k' = (k, + kL) (3.16)

18C

kde k, a kl_ predstavujf rychlostni konstanty deaktivace fosforescenci a mezisystémo-
vim pfechodem. Hodnota 77 = 1/k’ je doba Zivota excitovaného fotosenzibilizatoru
v tripletovém stavu. Obdobné dobu zivota excitovaného singletového stavu lze vyjadrit
jako 7¢ = 1/k°, rychlostni konstantu deaktivace singletového stavu k° lze poté stanovit
takto [1]:

k° = (kg + ki + ki,

ic zsc)

(3.17)

kde ky, ki a k. pfedstavujf rychlostnf konstanty deaktivace fluorescenci, vnitin{ kon-
verzi a mezisystémovym prechodem. V pritomnosti kysliku je pozorovana rychlostni kon-

stanta zhaseni fotosenzibilizatoru v tripletovém stavu keps a je ddna vztahem [1]:
kops = (kT + k) [O2] (3.18)

kde k, predstavuje rychlostni konstantu charakterizujici bimolekuldrni zhaseni kysli-
kem a zahrnujici vsechny zhaseci procesy (prenos energie, prenos elektronu a vliv kysliku
na rychlost mezisystémového prechodu). [1]

Prenos energie nebo elektronu na kyslik predstavuji kompetitivni reakéni cesty a zalezi
na fyzikalné-chemickych a fotofyzikalnich vlastnostech fotosenzibilizatoru, ktera z nich
prevazi. [1]
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3 FOTOEXCITACE A EXCITOVANE STAVY

Ucinnost fotochemické reakee charakterizuje tzv. kvantovy vijtézek @, ktery piimo sou-
visi se schopnosti molekuly tvorit produkty po absorpci svétla a primo tedy vyjadiuje
scelkovou* informaci o fotochemické reakci. Je definovan jako pomeér poc¢tu moli preme-
nénych molekul (vznik ¢i zénik) k poctu molu absorbovanych svételnych kvant. Hodnoty
kvantového vytézku mohou nabyvat hodnot < 1. V ptipadech, kdy je pocet preménénych
molekul zvySovan néslednymi reakcemi (fetézova nebo fotokatalytickd reakce), muize @
nabyvat i hodnot > 1. [1, 18]

Kvantovy vytézek miize byt vztazen také na pocet molekul produktu. U fotosenzibili-
za¢nich reakei produkujicich 'O, byva oznacovin ®a.

pocet molekul 1O,

Pa (3.19)

- pocet svételnich kvant absorbovanich fotosenzibilizatorem

Hodnoty ®, pri zhaseni fotosenzibilizatoru v tripletovém stavu 77 jsou v rozmezi
0 az 1. V prvnim p¥ipadé 'O, viibec nevznikd, naopak v piipadé druhém vede kaZzda
srdzka ke vzniku 'O,. Kvantovy vytézek singletového kysliku ®a zdvisi na kvantovém
vytézku tripletovych stavii daného fotosenzibilizatoru ®7 podle nasledujicitho vztahu [1]:

®p = OrSaS, (3.20)

kde Sa predstavuje podil tripletovych stavi fotosenzibilizatoru zhédseného kyslikem a
poskytujici 'O,. Pro tripletové stavy s 77 vétsi nez nékolik us plati vztah [1]:

=%
kde ka je rychlostni konstanta vzniku 'O, pfenosem energie.
Pro pfenos energie je nutny kontakt mezi 3Fs* a 20, difve, neZ tripletové stavy za-
niknou. Faktor S, z rov. (3.20) predstavuje podil tripletovych stavi fotosenzibilizatoru,
které interaguji s kyslikem a je ddn vztahem [1]:

Sa (3.21)

_ RylO5]
kq[Oy) + KT

kde ve jmenovateli jsou uvedeny veskeré procesy deexcitace 3Fs*. Pro dostatecnd velké
koncentrace kysliku plati: k7 < k,[O,] a S, = 1. Z toho vyplyvé vztah [1]:

S, = (3.22)

®p = DrSa (3.23)

V opac¢ném pripadé, pri velmi malych koncentracich kysliku, roste vyznam monomo-
lekuldrnich deaktivaci *Fs* a S, nabyva na vyznamu. Z definic vyplyva, Ze hodnota @ je
zavisla na koncentraci kysliku a je tedy proménnym parametrem studovaného fotosenzi-
bilizatoru. [1]
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4 Detekce singletového kysliku

Detekce a urceni mnozstvi singletového kysliku jsou velmi dilezité aspekty pro doko-
nalé porozuméni mechanismi spojenych s jeho vznikem. Vzhledem k velké reaktivité sin-
gletového kysliku existuje pouze nékolik primgch metod detekce 'Oy. K pifmé detekci
patii detekce luminiscence (v tomto pripadé hovorime o fosforescenci) singletového kys-
liku na vlnové délce 1270 nm. K neprimym metoddim lze zaradit spektrofotometrické,
fluorescen¢ni nebo chemiluminescenéni metody detekce. [4, 24]

4.1 Chemické metody

K detekci a urceni vytézki 'O, se vétdinou pouZivaji metody zaloZené na jeho reakcich
s latkami, které jsou schopné tvorit charakteristické produkty fotooxidace. Jsou teplotné
nezévislé a museji byt dostateéné selektivni s ohledem na 'O, — veskeré priméarni a sekun-
darni produkty reakce museji byt dobte rozliSitelné. Vyhodou chemickych metod je jed-
noduchost experimentalniho provedeni. [1]

Bézné se k diagnostice pritomnosti singletového kysliku pouzivaji zhaseci metody, kde
se nahrazuje H,O pomoci D,O. V rozpoustédle D,O je doba Zivota 10, 16 x vy33i neZ ve
vodeé (viz tab. 2.1) a tedy roste i pravdépodobnost chemické reakce. Jako fyzikdlni zhdsece
se pouzivaji azid sodny, ¢i f-karoten. K chemickym zhasectim patii histidin, tryptofan,
kyselina mocova a dalsi. [1]

« Odbarvovaci metody — vyuzivaji skutecnosti, Ze béhem reakce s 'O, se absorpéni
pasy reaktantu snizuji imérné mnoZstvi generovaného 'O,. Reakci lze tak velmi
snadno sledovat fluorescen¢né nebo spektrofotometricky. Reaktanty byvaji vétsinou
tvoreny konjugovanym systémem dvojnych vazeb, se kterymi singletovy kyslik re-
aguje za vzniku edoperoxidi ¢i hydroperoxidii. Tyto metody byvaji velmi citlivé a
jednoduché, nebot singletovy kyslik dokaze ptisobit destrukéné na chromofory mo-
lekul reaktantu. Na druhou stranu je nutné zdiraznit nékolik dilezitych podminek:
fotosenzibilizator a reaktant se nesmi prilis lisit polaritou, museji byt navzajem zcela
indiferentni a jejich absorpcéni pasy se nesméji prekryvat. [1]

» Vznik specifickych produktt — fluorescenéni ¢inidla (fluorescence probe) slouzi
k detekci 'O, pomoci zmén vlastnosti sledované fluorescence (zména intenzity,
vinové délky, doby Zivota nebo kvantového vytézku). Prikladem vhodnych fluo-
rescencnich ¢inidel jsou slouceniny odvozené od fluoresceinu, napt. 6-hydroxy-9-
(3-karboxy-9,10-dimethyl-2-anthryl)-3 H-xanthen-3-on (DMAX, obr. 4.1a). DMAX
reaguje s 'O, na odpovidajici endoperoxid. Vychozi DMAX je slabé fluoreskujici
latkou, zatimco jeho endoperoxid vykazuje intenzivni fluorescenci. [1, 24]

e Reakce s anorganickymi lAtkami — napiiklad reakce 'O, s I~ ve vodném
prostiedi vede slozitym mechanismem ke vzniku I; v pritomnosti katalyzatoru
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4 DETEKCE SINGLETOVEHO KYSLIKU

(NH,),MoO, (tzv. jodometrickd metoda). Koncentraci nové vznikajictho I3 lze sle-
dovat v jeho absorpénim pésu pti vlnové délce 351 nm (obr. 4.1b). [1, 26]

Elektronova paramagneticka rezonance (EPR) — pomérné instrumentélné néa-
ro¢né (obr. 4.2) metoda nepifmé detekce 1O,, ktera je zaloZena na reakci 'O, s ne-
radikalovou slouc¢eninou za vzniku stabilniho radikalového produktu. Metoda byva
oznacovana jako spinovy zdchyt (spin trapping). Na stanoveni 'O, se nejcastéji po-
uziva 2,2,6,6-tetramethylpiperidin a jeho derivaty. Vznikajici nitroxidovy radikal je
charakteristicky tfemi liniemi v EPR spektru. Intenzita danych linii je imérna kon-
centraci singletového kysliku v roztoku (obr. 4.1c). [1, 25]

4.2 Fyzikalni metody

K fyzikalnim metodam patif zejména pifm4 detekce luminiscence 'O, vybrané foto-
termalni techniky a ¢asové rozliSitelnd absorpce 'O, v IR oblasti. K vyhodam téchto
metod patif jednoznacné pfima detekce 'O, — odpad4 vliv sekundarnich reakei s che-
mickymi ¢inidly. Na strané druhé je nutné podotknout, ze fyzikalni metody jsou jak
¢asové, tak i financné ndroc¢né a vyzaduji pouziti specidlnich svételnych zdroju (nej-
Castéji lasery) a specidlné konstruovanych detektort. [1]

Fototermalni techniky — k fototermalnim technikam lze zatadit fotoakustickou
kalorimetrii (LIOAS - Laser-Induced Optoacoustic Spectroscopy) a TRTL - Time-
Resolved Thermal Lensing). Prvni metoda (LIOAS) méri tlakovy raz, ktery vznikl
vlivem uvolnéni tepla béhem neradiac¢nich procesii excitované molekuly. Tlakové
viny jsou prevedeny pomoci piezoelektrického cidla na elektricky signal. Zatimco
druhd metoda (TRTL) je schopna urcit zmény indexu lomu indukované lokalnim
uvolnénim tepla v souvislosti se vznikem a reakcemi 'Oy. Ob& metody lze pouzit
pro stanoveni kvantového vytézku singletového kysliku (®4). [1]

MéfFeni luminiscence — piimd detekce O,(*A,) a O,('E,) je zaloZzena na monito-
rovani odpovidajicich radia¢nich prechodi (tab. 2.1). Nejcastéji se pouziva casové
rozliend detekce fosforescence (TRNIR) O,(*A,) pti 1270 nm (obr. 4.1d). Vzorek je
umistén v bézné fluorescencni kyveté a je excitovan pomoci pulzniho laseru o vhodné
vlnové délce. Kvantovy vytézek fosforescence je velmi maly (dle rozpoustédla ~10~*
az 1077), proto musi byt ndroky na citlivost detekénfho systému pomérné vysoké.
1, 25]

Méfeni absorpce — analogicky k méren{ fluorescence prechodu O,(*%,) — O,(*A,)
je mozno také méfit opacny jev, tj. absorpci O,('3,) v IR oblasti. Poloha maxima
absorpcnfho pdsu O,(*A,) znaéné zavis{ na druhu pouzitého rozpoustédla. [1]
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Obr. 4.1: Metody detekce singletového kysliku. (a) Luminiscencni detekce 'O, po-
moci fluorescen¢niho ¢inidla DMAX; (b) Jodometrickd metoda detekce 'O,
prostrednictvim fotoexcitace Zn-5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrinu
(sleduje se nartst absorbance I3 prfi 351 nm po ozareni latky); (c¢) Stanoveni
10, po reakci s 2,2,6,6,-tetramethylpiperidinem pomoci EPR spektrometrie;
(d) Pffim4 metoda méfeni fosforescence 'O, (TRNIR) pii 1270 nm (excitace
Pd(I1)-5,10,15,20-tetrakis(sulfonatofenyl)porfyrinu pfi 408 nm). |Prevzato s tpra-
vami z: [1, 24]|

Obr. 4.2: EPR spektrometr Bruker EMX Plus v laboratorich Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR |Pfevzato z: http://www.uochb.cz/|
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5 Organické fotosenzibilizatory

Existuje cela fada organickych molekul absorbujicich zafeni v oblasti UV-VIS a vykazu-
jicich schopnost generace reaktivnich forem kysliku prostfednictvim fotosenzibilizac¢nich
reakci. Podle vzniku je lze rozdélit do dvou zakladnich kategorii [1, 2]:

o PRIRODNI: porfyriny, chlorofyl, bilirubin, retinal, chinony, flaviny (riboflavin), hy-
pericin (trezalka teckovand), hypocrelin

e SYNTETICKE: fluorescein, eosin (B, Y), methylenova modt, bengalska Cerven, akri-
dinova oranz, dibromoalizarinova violet, ftalocyaniny, rhodaminy, purpuriny

Jedna se tedy viceméné o riznd barviva, aromatické a heterocyklické organické slou-
¢eniny a barevné kovové komplexy.

Zhéseni tripletovych stavi kyslikem miize probihat bud prenosem elektronu za vzniku
O, nebo prenosem energie vedouci ke vzniku 'O, (vice viz kapitola 3.2). fotosenzibili-
zatory oznaCované jako (n, 7*), kde excitovany elektron pochézi z nevazebného orbitalu,
poskytuji prevazné O, . Na druhé strané fotosenzibilizatory typu (m, 7*), kde excitovany
elektron pochézi z 7 orbitalu, poskytuji 1O,. Mezi vyznamné predstavitele tohoto typu
pafi eosin, akridin, bengalska ¢erven, methylenova modf, porfyriny a ftalocyaniny. [1]

5.1 Organicka barviva

Organicka barviva (pigmenty) jako napt. bengdlskd cerven, eosin a methylenovd modr
jsou velmi efektivnimi fotosenzibilizatory, které disponuji odpovidajici energii tripletového
stavu pro fotosenzibilizaci kysliku. Methylenova modr je fenothiazinové barvivo s vyraznou
absorpci v rozmezi 550-700 nm a zna¢nym kvantovym vytézkem (®5 = 0,52). Xanthe-
onova barviva — bengdalskéd c¢erven a eosin — vykazuji intenzivni absorpci v zelené oblasti
spektra viditelného zareni (480-550 nm). Kvantovy vytézek bengélské cervené odpovida
dp =0,76. [4]

Tab. 5.1: Kvantové vytézky vybranych organickych barviv. |Prevzato s tpravami z: [4]|

Barvivo oIN
Bengélska ¢éerven 0,76 (H,0)
Fluorescein 0,03 (H,0)
Eosin 0,52 (H,0)
Methylenova modr 0,52 (EtOH)
Erythrosin 0,63 (H,O)
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Obr. 5.1: Chemické struktury vybranych organickych barviv.
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Obr. 5.2: Absorpéni spektrum vybranych organickych barviv. 1 — Eosin; 2 — Bengalska
éerveﬁ; 3 - Methylenové modr. |Pfevzato s upravami z: [27, 28, 29]|
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5 ORGANICKE FOTOSENZIBILIZATORY

5.2 Porfyriny

V posledni dobé byla v oblasti vyzkumu fotosenzibilizatori pozornost zamérena také
na porfyriny a jejich derivaty, nebot jejich pritomnost v prirodnich systémech z nich déla
idealni kandidaty pro biologické aplikace spojené s generaci singletového kysliku. Porfyriny
predstavuji cyklické tetrapyrrolové slouc¢eniny obsahujici systém konjugovanych dvojnych
vazeb se schopnosti tvorit komplexy s kovovymi ionty. Charakteristickym znakem vétsiny
porfyrint je uzky absorpéni pas lezici mezi 350 nm a 450 nm, jednd se o tzv. Soretiv pds
(nékdy byva oznacovan také jako B pds) a nékolik nizsich pasu lezicich mezi 500 nm a
650 nm (tzv. @ pdsy). Porfyriny disponuji velkymi kvantovymi vytézky ®a diky dlouhé
dobé zivota jejich tripletovych stavi. Nékteré porfyriny se velmi rychle rozkladaji za
pfitomnosti 'O,. K dobfe prozkoumanym porfyrinfim patfi hematoporfyrin s vysokym
kvantovym vytézkem ®, = 0,83. [4, 30]

Obr. 5.3: Zakladni chemicka struktura porfyrinu s centralnim kovovym atomem.

T T T T T T

B pas (Soretitv)

Absorbance (-)

400 450 500 550 600 650
VInova délka (nm)

Obr. 5.4: Absorpéni spektrum porfyrinu s typickymi absorpcnimi pésy. [Prevzato s tpravami
z: [30]]
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5 ORGANICKE FOTOSENZIBILIZATORY

5.3 Ftalocyaniny

Ftalocyaniny, derivaty porfyrinu, predstavuji organickd barviva modré barvy, ktera byla
prvné objevena na pocatku 19. stoleti. Struktura ftalocyaninu je odvozena od molekuly
tetraazaporfyrinu, rozsifeného o ¢tytri benzenova jadra. Molekula ftalocyaninu obsahuje
centralni kovovy atom vazany pomoci kovalentnich a elektrostatickych vazeb k organic-
kému ligandu, ktery ho obklopuje (obr. 5.5). Doposud bylo pripraveno vice jak sedmdesat
ftalocyanini riznych kovi, mezi kterymi zaujima vyznamné postaveni ftalocyanin meédi.
Molekula nesubstituovaného ftalocyaninu vykazuje nizkou rozpustnost jak v polarnich,
tak i nepolarnich rozpoustédlech, a proto vyzaduje dodatecnou chemickou modifikaci.
Pro pouziti v polarnim prostfedi (vodné) se benzenova jadra zakladni molekuly ftalocya-
ninu modifikuji specifickymi funkénimi skupinami. K nejcastéjsi chemické modifikaci patti
sulfonace nebo karbozrylace ftalocyanini, které jsou poté ve vodé velmi dobte rozpustné,
ale takto modifikované slouceniny ovsem maji tendenci k tzv. agregaci (tvorba dimernich
forem a struktur vyssich fadu) diky jejich systému konjugovanych vazeb. Agregace snizuje
dobu zivota excitovaného tripletového stavu latky vlivem samozhdaseni excitovanych stavi
a tim snizuje uc¢innost fotosenzibiliza¢nich reakei. [31, 32, 33, 34|

Obecné v UV-VIS absorpcénim spektru ftalocyanini (obr. 5.6) dominuji dva charak-
teristické péasy, Soretuv (B) pas a QQ pds v oblasti 350 nm, respektive 670 nm. Q pés
dale obsahuje sousedni vibronicky pas pozorovatelny pti 610 nm. Dalsi rozpoznatelny pas,
objevujici se okolo 630 nm, je zptusoben agregaty (dimerni formy) a vétsinou se prekryva
s postrannim vibronickym pasem. Pozice téchto charakteristickych absorpénich péasu fta-
locyaninii je ovlivnéna povahou, polohou a po¢tem substituentt ftalocyaninu, centralnim
atomem kovu, pouzitym rozpoustédlem a v neposledni radé i agregaci molekul ftalocya-
ninu. [35]

Povaha centralniho atomu ovliviiuje celkové fotofyzikalni vlastnosti ftalocyanini —
kvantovy vytézek formace tripletniho stavu a jeho dobu zZivota. Ftalocyaniny obsahu-
jici paramagneticky kov (Cu*", Co®", Fe’*, Ni*t, V2+ Cr®" a Pd*") vykazuji kratké
doby zivota tripletového stavu v disledku zvySeni mezisystémového prechodu zpét do
zékladniho stavu. Ftalocyaniny s diamagnetickym kovovym iontem (Zn**, AI*" a Ga®*)
dosahuji zna¢nych kvantovych vytézka v organickych rozpoustédlech (& = 0,47-0,63)
diky relativné dlouhé dobé zivota tripletovych stavtu (7, > 200 us). [35]

Vyrazna absorpce ftalocyanini v oblasti ¢erveného spektra prekryvajici oblast vino-
vych délek maximalni penetrace svétla do tkdné spolecné se zdravotni nezavadnosti z nich
deéla velmi vhodné kandidaty pro pouziti ve fotosenzibilizacnich reakcich, zejména pak ve
fotodynamické terapii. [4]
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Obr. 5.5: Zakladni chemicka struktura ftalocyaninu s centralnim kovovym atomem.
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Obr. 5.6: Absorpéni spektrum sulfonovaného derivatu ftalocyaninu hliniku s typickymi
absorpénimi pésy |Pfevzato s Gpravami z: [37]]

5.4 Imobilizované fotosenzibilizatory

Do popredi zajmu se dostavaji také imobilizované fotosenzibilizatory. Pomoci imobili-
zace se vytvori heterogenni systém, kde jsou fotosenzibilizator a reagujici latka oddéleny,
zatimco v neimobilizované formé jsou v prfimém kontaktu. Nasazeni téchto latek v praktic-
kych aplikacich ma fadu vyhod: snadné odstranéni fotosenzibilizatoru ze systému, opako-
vané pouziti, zamezeni samozhaseni a zvyseni odolnosti fotosenzibilizatoru vici degradaci.
Imobilizaci fotosenzibilnich latek lze uskutecnit napiiklad pomoci adsorpce, iontovou vy-
ménou nebo primou kovalentni vazbou. I pres nizsi cytotoxicitu ve srovnani s klasickymi
fotosenzibilizatory lze fici, ze imobilizované formy by se mohly stat jejich zajimavou al-
ternativou, zejména v oblasti dezinfekce pitné vody nebo aditiv do natérovych hmot.
[4, 10, 34]

Podrobnéji se moznostmi imobilizovanych organickych fotosenzibilizatori zabyva
Spangul a kol. [36].

5.5 Fotosenzibilizatory v mediciné

Fotosenzibilizatory pouzivané ve fotomedicinskych aplikacich jsou vétsinou latky s porfy-
rinoidni strukturou. Divodem je jejich podobnost s pfirodnimi porfyriny, které ¢asto tvori
aktivni mista biomolekul a vykazuji dobré fotochemické vlastnosti. Fotosenzibilizator ur-
ceny k pouziti ve fotomedicinskych aplikacich musi spliovat nékolik dilezitych parametra
1, 2,9

i) Vhodné absorpce fotosenzibilizatoru — vysoké absorpce v oblasti vinovych délek tzv.
sterapeutického okna“ (600-1 070 nm, oblast s nejhlubsi penetraci tkdné) a naopak
nizka absorpce v oblasti spektrdlniho maxima denniho svétla 400-600 nm (v této
oblasti se muze projevit nezddouci fotosenzitizace pokozky).
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5 ORGANICKE FOTOSENZIBILIZATORY

ii) Vysoky kvantovy vytézek singletového kysliku ®a.
iii) Selektivn{ retence' fotosenzibilizdtoru v neoplastickych tkanich.

iv) Fotostabilita — musi byt dostateéné stabilni vuéi piimé fotodegradaci a oxidaci vzni-
kajicim 'O,.

v) Nizkd toxicita fotosenzibilizatoru.

vi) Polarita fotosenzibilizatoru — polarni (hydrofilni) fotosenzibilizatory mohou byt apli-
kovany intravendzné, zatimco hydrofobni vyzaduji aplikaci na nosic¢ich.

Vyzkum v oblasti fotochemicky aktivnich latek neustale pokracuje. V odbornych 1é-
karskych publikacich se lze nejcastéji setkat s jejich klasifikaci na I., I1. a pripadné III.
generaci:

o I. generace: Prvni generaci fotosenzibilizatoru predstavuji derivaty hematoporfy-
rinu (HPD) s riznym stupném c¢istoty. Smési obohacené o dimerni a oligomerni
slozky jsou pouzivany pri lécbé ranych i pozdnich stadii rakoviny plic, zaludku,
ktze a dalsich. Fotosenzibilizatory prvni generace maji pii systémovém pouziti fadu
omezeni. U téchto latek neni zndméa detailni chemicka struktura a po intravendzni
aplikaci vyvolavaji kozni fotosenzitivitu v interakci se slunec¢nim zarenim. Rezidu-
alni mnozstvi fotosenzibilizatoru jsou detekovana jesté za 75 dni. Dalsim negativem
je nutnost pouziti kratkovinného svételného zareni pro excitaci fotosenzibilizatoru,
které Spatné pronikd do tkani. Piikladem nejrozsitenéjsiho fotosenzibilizatoru I. ge-
nerace je Photofrin® (USA) — smés nekovovych oligomernich porfyrini. MiZeme
se setkat i s jinymi komerénimi nazvy tohoto fotosenzibilizatoru: Photocarcinorin

(Cina), Photosan® (Némecko), PHOTOGEM® (Rusko). [2, 14, 34, 38]

o II. generace: Od roku 1991 jsou predmétem védeckého zajmu fotosenzibilizatory II.
generace. Jejich pfednostmi jsou nevyrazna kozni fotosenzitivita po 1écbé, chemicka
Cistota, v pritomnosti svétla vyraznd cytotoxicita, absorpéni maximum v oblasti
650 nm az 800 nm a vysoky kvantovy vytézek fotochemického procesu. Mezi foto-
senzibilizdtory II. generace pati{ napt. chloriny?, 5-aminolevulové kyselina (5-ALA)
a ftalocyaniny. Ftalocyaniny maji aktivacni vilnové délky v dlouhovinné oblasti vi-
ditelného svétla (670 nm az 700 nm) s vétsi penetraci do tkédné. Ve stadiu zkoumdani
jsou pheoforbidy a pyropheoforbidy s absorpénim maximem pii 655 nm, které jsou
izolovany z chlorofylu. Dale sem lze jesté zaradit purpuriny, naftalocyaniny a dalsi.
K registrovanym komercné prodavanym fotosenzibilizatortiim druhé generace patii
napi. Foscan® (temoporfin), Visudyne® (verteporfin) a Levulan® (ALA). [2, 34, 38]

o III. generace: Do této kategorie patii latky z predchozi generace, které jsou na-
vazané na nosicich (nejéastéji biomolekulach) pro selektivnéjsi dodavku fotosenzibi-
lizatoru do tumorové tkané. V soucasnosti jsou tyto latky predmétem intenzivniho
védeckého zkoumani. [4]

1Schopnost zadrzeni latky.
2Degradacni produkty chlorofylu, které absorbuji svétlo o vinovych délkich 640 nm az 700 nm
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6 Svételné zdroje

Historii vyvoje svételnych zdroji pro fotosenzibilizacni reakce kysliku 1ze nejlépe zmapovat
pomoci svételnych zdroji pouzivanych ve fotodynamické terapii predstavujici aplikacné
nejstudovanéjsi oblast. Typ svételného zdroje a zptisob dodani energie jsou velmi dulezité
aspekty u fotosenzibiliza¢nich aplikaci. Optimalni svételny zdroj musi byt schopen dodat
potiebnou energii fotosenzibilizatoru nutnou pro efektivni produkei singletového kysliku.
Osvit oblasti musi byt stabilni, idealné homogenni a reprodukovatelny. Spektralni cha-
rakteristika svételného zdroje tedy musi odpovidat jednomu z absorpcénich maxim foto-
senzibilizatoru k vyvolani fotoexcitace. Vzhledem k tomu, Ze tkanova penetrace zavisi na
vinové délee (terapeutické okno = 6001070 nm), museji byt vinové délky vybrany tak,
aby dostatec¢ny pocet fotoni dosahl urcitého mista zasahu. Ve viditelné oblasti spektra se
vzriustajici vinovou délkou nartistda i hloubka penetrace zafeni do tkané. Svételné zareni
v oblasti 600-700 nm prostupuje do tkané o 50-200 % efektivnéji nez svétlo v oblasti 400
500 nm (obr. 6.1). Tyto pozadavky posunuly vyvoj svételnych zdroji pro PDT smérem
k cervené oblasti emisniho spektra. S tim také samoziejmé souvisi vyvoj novych fotosen-
zibilizatorti schopnych efektivné absorbovat cervené a infrac¢ervené svétlo. Absorpce tkané
v oblastech mimo terapeutické okno je velmi neefektivni. V oblasti < 600 nm dochazi k ne-
zadouci absorpci energie hemoglobinem a v oblasti > 1000 nm svételné zareni absorbuje
z vetsi ¢asti voda ve tkani. [7, 39, 40]
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Obr. 6.1: Hloubka optické penetrace tkané. |Prevzato s tipravami z: [5]|

Ve fotodynamické terapii se lze setkat s témito svételnymi zdroji: lasery, Sirokospek-
tralni zdroje (lampy, vybojky) a elektroluminiscen¢ni diody (LED). V soucasné dobé je
snaha kompletné nahradit lasery a sirokospektralni zdroje pravé elektroluminiscencénimi
diodami, které dokazi vyuzit vyhod obou typt nahrazovanych zdroji. LED vynikaji ma-
lou cenou, dlouhou zZivotnosti, minimalnim zahtivanim, moznosti volby specifické vinové
délky, dobrou homogenitou a variabilni geometrii pfi plosném osvitu. [6, §]
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6 SVETELNE ZDROJE

6.1 Lasery

Lasery jsou zdrojem velmi intenzivniho monochromatického, linearné polarizovaného a
koherentniho zatreni. K historicky prvnim svételnym zdrojim pro PDT byly vyuzivany
na konci sedmdesatych let plynové argonové a kapalinové barvivové lasery. Kapalinové
lasery vyuzivaji jako aktivni prostfedi rizna barviva (napf. Rhodamin 6G, Rhodamin B,
Fluorescein atd.) rozpusténé v lihu nebo destilované vodé. Jejich obrovskou vyhodou je
jejich moznost preladéni na jiné vinové délky, lze tak stejny laserovy zdroj vyuzit pro
excitaci riznych fotosenzibilizatori. K nevyhodam patii kratka zivotnost aktivniho pro-
sttedi, které se vlivem tepla a svétla rozklada, velikost, potfeba ti¢inného vodniho chlazeni
a nizk4 spolehlivost. Vykon téchto laserti se pohybuje v rozmez{ 10-500 mW /cm? s $itkou
pasma 5-10 nm. Tyto typy laserti i pres dostatecny vykon a moznost ladéni vinovych
délek byly brzy nahrazeny pevnolatkovymi lasery Nd:YAG, které vykazuji lepsi spolehli-
vost a jsou kompaktnéjsi nez lasery plynové (nepotiebuji velké vodni chlazeni). Aktivnim
prostfedim u téchto lasert je izotropni krystal Yttrium Aluminium Granatu (Y3Al;O45)
dopovany ionty neodymu (Nd*"). Typickd vinova délka zafeni emitovaného z Nd:YAG
laseru je 1064 nm. Mohou byt provozovany jak v pulznim, tak v kontinudlnim rezimu.
Dalsim vyvojem laserové techniky byly tyto lasery nahrazeny kompaktnimi polovodico-
vymi (diodovymi) lasery. Polovodi¢ové lasery mohou byt vyuzity v kontinudlnim i pulznim
rezimu (délka pulzu od milisekund az po jednotky pikosekund). Sitka pasma emitovaného
zareni odpovida typicky 6 nm s maximalnim vystupnim vykonem v jednotkach watti.
Polovodicové lasery jsou schopny pracovat od blizké UV oblasti spektra az po oblast in-
fracervenou. Vzhledem k malym rozméram, vysoké i¢innosti a integrovatelnosti patii dnes
mezi nejpouzivanéjsi typy lasert nejen v mediciné. [7, 41]

Vyhody laserai: vysoka ucinnost, vysoky vykon, snadné navazani do tenkych optickych
vlaken (endoskopy, katetry), monochromati¢nost.

Nevyhody laserti: vyssi cena ve srovnani s LED, omezené pouziti pouze na jednu
vlnovou délku, bezpecnostni opatreni pti manipulaci, ndro¢nost obsluhy.
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Obr. 6.2: Laserové zdroje pro PDT. (a) 630 PDT (630 nm, Diomed, USA); (b) Red PDT
(635 nm, SinoLaser, Cina); (¢) ML7710 (400-2000 nm, Modulight, Finsko).
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6.2 Vybojky

K dalsim svételnym zdrojim pro PDT lze zatadit Sirokospektralni zdroje — vybojky. Vy-
bojové svételné zdroje jsou zalozené na principu elektrickych vyboji v plynech a parach
riznych kovii. Ve srovnani s lasery emituji svétlo v daleko vétsim rozsahu vlnovych délek
a mohou tak byt pouzity pro excitaci vice druhii fotosenzibilizatort souc¢asné, nebo s nimi
lze osvitit vice absorpénich maxim zvoleného fotosenzibilizatoru (vyuziti Q@ pasi a Sore-
tova pasu soucasné), a tim zvysit icinnost fotosenzibilizacni reakce. [41]

Ve fotodynamické terapii je nutné vybojky doplnit riznymi druhy filtri. Jedna se
predevsim o pasmové interferencni filtry propoustéjici pouze tzkou ¢ést spektra (napr.
10 nm, narrowband), filtr typu horni propust (longpass) pro selektivni odstranéni neza-
doucich vlnovych délek v ultrafialové oblasti spektra a teplotni absorp¢ni filtr pro pohlceni
infracervené slozky zareni, ktera by mohla zptsobit nezddouci ohfev osetfované oblasti a
také poskozeni optiky vybojky. Velkou vyhodou vybojek je schopnost ozérit velkou plochu
(desitky az stovky cm?), lze je spojovat do celkii a vytvofit tak unikatni geometrii vyho-
vujici dané aplikaci (obr. 6.3 (b) zobrazuje specidlni usporadani nékolika fluorescencnich
vybojek do pismene U, které se vyuziva pro osvit celé tvare a hlavy pri lécbé aktinické ke-
ratdzy). Vybojky vzhledem ke kvalité svételného vystupu, velikosti svételného paprsku a
hustoté energie zareni nelze efektivné navizat do optickych vldken malych pramérua (neni
mozné je vyuzit v endoskopech jako lasery). Vybojky a lampy nalézaji uplatnéni zejména
v dermatologii. [7, 41]

V klinické praxi se lze nejcastéji setkat s halogenovymi vybojkami (350-850 nm, az
250 mW /cm?), xenonovymi vibojkami (300-1200 nm, stovky mW /cm?), sodikovymi vy-
bojkami (590-670 nm, 25-100 mW /cm?) a fluorescencnimi katodovymi lampami (420 nm,
10 mW/cm?). [7, 8, 41]

Vyhody vybojek: jednoduché obsluha, cena, manipulace, osvit velkych ploch.

Nevyhody vybojek: nizka intenzita vyzarovaného svétla, vyrazné zahiivani, obtizné
regulace svételnych davek, nehomogenni plosny osvit.
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Obr. 6.3: Vybojové zdroje pro PDT. (a) PDT 1200 L (halogenova vybojka, 600-720 nm,
200 mW /em?, Waldmann, Némecko); (b) Blu-U (fluorescenéni katodovd lampa,
417 nm, 10 mW /cm? DUSA, USA); (c) LC-122 (400-800 nm, az 1 000 mW /cm?
LumaCare, USA).
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6.3 Elektroluminiscenc¢ni diody

V poslednich letech se jako vhodny alternativni svételny zdroj pro potieby fotodynamické
terapie ukazaly byt elektroluminiscen¢ni diody (LED) s nekoherentnim monochromatic-
kym optickym vystupem. LED pracuji na principu injekéni elektroluminiscence (prechod
elektronu z vyssi energetické hladiny na nizsi za soucasného uvolnéni fotonu).

Pro klinické a laboratorni pouziti LED nabizeji celou fadu vyhod. Jedna se zejména
o moznost volby libovolnych vinovych délek LED od ultrafialové oblasti (350 nm) az po
oblast infracervenou (1100 nm), déle jejich nizkou cenu ve srovnéni s lasery a vyboj-
kami, malou velikost, univerzalnost, zivotnost a bezpecnost pii manipulaci. Elektrolumi-
niscen¢ni diody lze efektivné kombinovat, a tim vytvorit naprosto univerzalni svételny
zdroj schopny excitovat nékolik fotosenzibilizatort soucasné. Pomoci nékolika desitek ¢i
stovek LED lze vytvorit celd diodova pole (LED Array) umoznujici efektivni plosny osvit
ofetfované plochy. Sitka pasma vyzafovaného svétla se u LED pohybuje v rozmezi 10—
30 nm s vykonem ve stovkdch mW /cm?. Velikost ozafované plochy se miize pohybovat
v nékolika desitkach cm?. Vzhledem k nizké energetické naro¢nosti nékterych LED lze své-
telné zdroje koncipovat s bateriovym napajenim a vytvorit tak velmi snadno prenositelné
zatizeni s maximalnim komfortem obsluhy. Hlavnim nedostatkem je stale jejich nizka ucin-
nost premény elektrické energie na svételnou srovnatelna s vybojkami (15-30 %), nicméné
béhem nékolikaletého vyvoje je snaha neustale optimalizovat parametry LED. [7, 41]

Vzhledem k rostouci popularité LED nejen v medicinskych aplikacich (napt. automo-
bilovy priumysl) 1ze ofekédvat, Ze vyvoj vykonnych LED s vysokou téinnosti bude znaéné
urychlen vlivem poptavky po novych levnych svételnych zdrojich s dlouhou Zivotnosti.

Vyhody LED: cena, manipulace, univerzalnost, prenositelnost, osvit velkych ploch,
bezpecnost pri manipulaci, moznost kombinace nékolika LED s rtznou vlnovou délkou,
zivotnost.

Nevyhody LED: stale nizka uc¢innost premény elektrické energie na svételnou.

(a) (b) (c)

ES S

Obr. 6.4: LED zdroje pro PDT. (a) Stojanova lampa (dermatologie) Aktilite CL128 (128
LED, 633 nm, 70-100 mW /cm?, Galderma, Velkd Britdnie); (b) Pienosny sys-
tém Ambulight (dermatologie) (Ambicare, Skotsko); (c) Prenosny systém Fo-
tosan (stomatologie) (620-640 nm, az 3000 mW /cm?, CMS Dental, Ddnsko).
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7 Experimenty

Cilem experimentalni ¢ésti je selekce vhodného organického materidlu (fotosenzibiliza-
toru), navrh svételného LED zdroje véetné tidici jednotky a realizace laboratornich osvi-
tovych jednotek pro efektivni generovani reaktivnich forem kysliku prostrednictvim foto-
senzibiliza¢nich reakei.

a) Pouzité pristroje
» Spektrometr QE65 PRO (OceanOptics, USA): Kompaktni vldknovy spektro-

metr s chlazenym 2D detektorem zajistujici vysokou kvantovou tcinnost (az 90 %)
a vysoky pomér signal /Sum. Rozsah citlivosti detektoru 185-1 160 nm.

o Systém pro testovani a méfeni LED OL 770 (Gooch € Housego, USA):
Vysokorychlostni spektroradiometr urceny specialné pro méreni LED, ktery spliuje
vsechny podminky definované normou CIE 127.

+ Goniofotometr (CVUT FEL, CR): Modernizovany goniofotometr s fizenym
natacecim ramenem s tthlovym krokem 0,1 °.

o Spektroradiometr Specbos 1201 (JETI, Némecko): Kompaktni VIS spek-
troradiometr urceny pro radiometricka a kolorimetrickd meéreni. Spektralni rozsah
pristroje 380-780 nm.
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7 EXPERIMENTY

(a) (b) i

(d)

Obr. 7.1: Pouzité pristroje. (a) Spektrometr QE65 Pro (OceanOptics, USA); (b) Systém
pro testovani a méfeni LED OL 770 (Gooch & Housego, USA); (c¢) Goniofoto-
metr s f{zenym natédcecim ramenem (FEL CVUT, CR); (b) Radiometr Specbos
1201 (JETI, Némecko).
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7 EXPERIMENTY

b) Pouziti detekéni metoda

Z pohledu jednoduchosti a realizovatelnosti metody detekce produkce singletového kysliku
v laboratoiich ZCU FEL byla jako vhodna metoda zvolena tzv. jodometrickd metoda
(podrobnéji se detekénimi metodami zabyva kap. 4).

Jednd se o chemickou metodu, ktera byla vyvinuta Mosingerem [42] pro méfeni pro-
dukce 'O, generovaného prostiednictvim sulfo-derivat porfyrinu ve vodném prostiedi.
Princip metody spoéivéa v reakei singletového kysliku 1O, s jodidem I~ za piftomnosti ka-
talyzatoru molybdenanu amonného (NH,),MoO,. Vyslednym produktem chemické reakce
je trijodidovy anion I3, ktery lze sledovat v jeho absorpénim péasu pti A = 351 nm. Mnoz-
stvi vzniklého trijodidového anionu je pfimo tmérné mnozstvi generovaného singletového
kysliku. [26]

Reakce probihd podle nésledujictho mechanismu [26]:

10,('A,) +17  — 100~ % 100H
[OOH+1~ —— HOOIL,~ —> I, + HO,"

I, +HO,~ -9 1.~ 4 H,0,+O0H" (7.3)

Ve slabé kyselém prosttedi (pH =6,2) v pfitomnosti katalyzatoru molybdenanu amonného
muzeme sledovat dalsi chemickou reakci:

Pomeér slozek jodidového c¢inidla je nasledujici:
« 6,81 g KH,PO,

e 2mg (NH,),MoO,

e 19,92 g KI

o 8,6 ml NaOH

Vsechny slozky se promichaji a doplni se deionizovanou vodou na objem 1 1. Do takto
pripraveného jodidového ¢inidla se prida zkoumany vzorek ftalocyaninu a po jeho osvitu
se sleduje narust absorbance trijodidového anionu v oblasti A = 351 nm.
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Obr. 7.2: Spektralni charakteristika ftalocyaninu AIOHFTC v jodidovém ¢inidle v za-
vislosti na poctu svételnych pulzi (0-7 s).
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Obr. 7.3: Absorpéni spektra derivatii ftalocyaninii zinku a hliniku ve vodé a v jodidovém
¢inidle.
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7 EXPERIMENTY

7.1 Organicky fotosenzibilizator

Pro vybér organického materialu byla stanovena nasledujici kritéria:
o latka ze skupiny II. generace fotosenzibilizator,
o efektivni absorpce v rozsahu vinovych délek 600-1070 nm (terapeutické okno),
e znacna stabilita,
» odolnost vici fotodegradaci,
» nizka toxicita.

V ramci uzké spoluprace s vyzkumnym tustavem Centra organické chemie byla synteti-
zovana skupina organickych latek na bazi ftalocyanint a jejich derivati. Pozornost byla
zaméiena zejména na ftalocyaniny s diamagnetickym kovovym iontem (Zn®t a AI*"),
které dosahuji znacnych kvantovych vytézka diky dlouhé dobé zivota tripletovych stavi.
Rozhodujicim faktorem pro selekci téchto latek byla jejich velkd modifikovatelnost, jejich
vyrazna absorpce v oblasti ¢erveného svétla a v neposledni fadé jejich zdravotni nezavad-
nost.

V této kapitole je zaveden parametr D,, ktery predstavuje relativni pomér dimerti a
monomeru u zkoumané latky [23]:

(7.6)

kde A,,,,, je maximdlni hodnota absorbance pasu odpovidajici monomerni formé
latky a Ay, predstavuje hodnotu absorbance pasu odpovidajici formam dimernim (u fta-
locyanint je tento pas oblasti v 630 nm). V pripadé vysoké koncentrace dimert je koeficient
D, nizky. D, roste s klesajicim pomérem dimerti vii¢ci monomertim. Tento koeficient si 1ze
predstavit jako miru potlaceni dimerizace molekul. [23]

7.1.1 Absorpc¢ni spektra vybranych ftalocyanint

Byly pfipraveny zasobni roztoky testovanych ftalocyaninu (tab. 7.1) o koncentraci 4 mg/1
v jodidovém ¢inidle. Pro méfeni bylo pouzito 2 ml roztoku ftalocyaninu, kifemenné kyvety
(délka optické drahy 1 cm), magnetické michadlo a zkonstruovany laboratorni fotoreak-
tor GSO-1 (kap. 7.3.1). Absorpé¢ni spektrum vzorkt bylo méfeno bezprostiedné po jeho
ozareni. Sledovana byla absorbance trijodidového aniontu ()\13- = 351 nm) vychéazejici z jo-
dometrické detekéni metody. Celkova ddvka zéfeni byla stanovena na 12 J.cm™2, aby pfi
ozareni vzorku ftalocyaninu produkujiciho nejvyssi mnozstvi singletového kysliku nedoslo
k absorbanci trijodidu pti 351 nm vyssi nez 2. V této kapitole je zaveden zjednodusujici
symbol Axxyx, ktery predstavuje hodnotu absorbance zkoumané latky pri dané vinové
délce (napr. Aszy predstavuje hodnotu absorbance pri vinové délce A = 334 nm).

a) Pred ozarenim

Vzhledem k velice obtizné rozpustnosti nesubstituovanych ftalocyanini s centralnim ato-
mem zinku (FTC06) a hliniku (FTCO07), byly tyto slouceniny upraveny pomoci disper-
gatori jako disperze ve vodném prostiedi o velikosti ¢astic 100-200 nm. Ve spektrech
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Tab. 7.1: Testované druhy ftalocyaninovych derivati.

Vzorek

Popis vzorku

Chemicka struktura

FTCO01

FTCO02

FTCO03

FTC04

FTCO05

FTC06

FTCO7

Sulfonovany ZnFTC(SO,Na),

ZnFTC(SO,glycin)

AIOHFTC(SO;Na),

Sulfonovany AIOHFTC
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7 EXPERIMENTY

téchto vzorki nebyly zaznamendny zietelné absorpéni pasy a proto nebyly zahrnuty ve
spole¢nych grafech.

0,6 T T T T T T T T T T
FTCO1
— FTCO02
0,5 —— FTCO03
— FTCO04
— FTCO05

Absorbance (-)
o o
w B

o
N

0,1

320 360 400 440 480 520 560 600 640 680 720  76C
VInovéa délka (nm)

Obr. 7.4: Absorpéni spektra vybranych vzorki ftalocyanini v jodidovém cinidle pred
ozafenim.

Zavér U sulfonovaného ZnFTC(SO4Na), (FTCO1) byly nalezeny 3 absorpéni pasy: Asss
= 0,091, Ag3p = 0,109 a Agge = 0,074. Vzhledem k tomu, Ze pds u A = 662 nm je nizsi nez
u A =630 nm (D, = 0,679), Ize o¢ekavat, ze vytézek singletového kysliku bude maly. Re-
akef glycinu a sulfonovaného ZnFTC byl ziskan odpovidajici amid — ZnFTC (SO2 glycin)
(FTC02). U tohoto vzorku je v absorpénim spektru pomér absorpénich past u A = 665 nm
a A = 630 nm piiznivejsi (D, = 1,357) nez u sulfonovaného ZnFTC. Z toho lze usuzovat,
ze vytézek singletového kysliku bude vyssi nez u predchoziho vzorku. Nevyhodou ovsem
je, ze ziskani této slouceniny vyzaduje dalsi reakcni krok. Absorpcni pasy u tohoto vzorku
jsou: Aszge = 0,176, Agzo = 0,157 a Aggs = 0,213. Dalsi dva mérené vzorky se lisi pouze
v tom, ze sulfonovany AIOHFTC (FTC04) je smés sulfokyselin a AIOHFTC(SO4Na),
(FTCO03) je ve formé sodné soli téchto kyselin. Z namérenych spekter lze vycist, ze obé
slouceniny vyrazné absorbuji svétlo vilnové délky A = 675 nm. Dalsim charakteristickym
absorpcnim pasem ve viditelné oblasti spektra je pas A = 607 nm. Pomér dimerni a mono-
merni slozky u obou materidli je vyrazné posunut ve prospéch monomerni formy (6,165
u sulfokyselin a 5,304 u sodné soli). Z toho lze usuzovat, Ze pii ozafeni vzorku svétlem
o vlnové délce blizké 676 nm bude vytézek singletového kysliku velmi vysoky. Vzorek
FTC04 vykazoval velmi malou rozpustnost. U vzorku tetrakismethylpyridinium chloridu
AIOHFTC (FTCO05) bylo naméteno: Asys = 0,158, Aggo = 0,072 a Agsg) = 0,297. I u tohoto
vzorku byl pozorovan vyrazny rozdil hodnot absorbance u absorpc¢nich pasti A = 682 nm
a A =630 nm (D, = 4,125).
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7 EXPERIMENTY

b) Po ozareni

Neozéteny vzorek nese v absorpc¢nich spektrech (obr. 7.5) oznaceni Ay a v grafu mu
odpovida plna cara, zatimco vzorky po ozareni jsou oznaceny Ax a v grafu jim odpo-
vida cerchovand ¢ara se dvéma teckami. Nejvyssi mnozstvi singletového kysliku vznika
u vzorku, kde je rozdil pred a po ozareni v oblasti absorpce trijodidového aniontu (A =
351 nm) mezi Ay a Ax nejvétsi. Zména absorbance v oblasti 351 nm je pfimo umérna
zvyseni koncentrace trijodidu v reakéni smési. Na poc¢atku reakce je koncentrace trijodidu
rovna nule, v oblasti A = 351 nm sledujeme pouze Soretuv pas daného ftalocyaninu.

1,8 T T T T T T T T T T

) FTCO1 A
/N FTCO1 A%
LS N —— FTCO02 A,

; \\ —-— FTC02 A*
/,// | —— FTCO3 A
x/ b} —-— FTCO03 A*
1,2 F // \\ A — FTC04 Ay
J | —— FTC04 A*
A —— FTCO5 A
ol —-— FTCO5 A*

Absorbance (-)

520
VInova délka (nm)

Obr. 7.5: Absorpéni spektra vybranych vzorki ftalocyanini v jodidovém cinidle pred
(Ag) a po (Ax) ozareni.

Tab. 7.2: Produkce singletového kysliku u vybranych vzorkt ftalocyaninu.

Vzorek  Ap Ax A (Ax —A)
FTCOL 0,090 0215 0,125
FTC02 0,171 1,522 1,351
FTC03 0,396 1,633 1,237
FTC04 0,109 0,450 0,341
FTCO5 0171 0995 0,824

Zavér 7 tab. 7.2 vyplyva, ze nejvétsi mnozstvi singletového kysliku za danych podminek
vznika u vzorki FTC02 a FTCO03. Tyto dva vzorky byly vybrany pro dalsi experimenty.
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7.1.2 Stabilita fotosenzibilizatoru

Po ptredchozim vybéru dvou vzorkiu ftalocyanini (vzorek FTCO02 a FTCO03) je nyni dulezité
zjistit teplotni zavislost fotosenzibilizatoru a také stanovit miru degradace pti dlouhodobé
svételné expozici.

a) Teplotni zavislost

Pro méreni byly pouzity vodné roztoky FTC02 a FTCO03 o koncentraci ¢ = 16,04 mg/1.
Zasobni roztok byl ohfivan za stalého michani na teplotu 55 °C. Do kremenné kyvety bylo
nadavkovano 2 ml ohratého roztoku. Kyveta byla umisténa do spektrometru a za stalého
michani bylo odec¢itano absorpéni spektrum roztoku pri teplotach 50 °C, 40 °C, 30 °C a
25 °C.

1,2 T T T T T T T T T
— 25°C
——30°C
T ——40°c 1
——50°C
0.8 ]
O
N—"
[
Q
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Obr. 7.6: Teplotni zavislost vzorku FTCO02 ve vodé.

Zavér 7 obr. 7.6 je patrné, ze v absorp¢nim spektru ftalocyaninu FTCO02 dochazi pri
rozdilnych teplotach ke zménam: s pribyvajici teplotou roztoku sledujeme nartist nejen
Soretova pasu, ale také se vlivem vyssi teploty méni pomér dimerni a monomerni slozky
ve prospéch monomerni slozky, coz je priznivy jev, nebot se zvySuje kvantovy vytézek sin-
gletového kysliku. Vzorek ftalocyaninu FTCO03 je v méfeném rozsahu teplot velmi stabilni

(obr. 7.7).
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Obr. 7.7: Teplotni zavislost vzorku FTCO03 ve vodé.

b) Degradace materialu

Pro méfeni byly pouzity vodné roztoky FTC03 a FTC02 o koncentraci ¢ = 16,04 mg/1.
Meéreni probihalo za stalého michani v kifemenné kyveté, do které bylo nadavkovano 2 ml
zasobniho vzorku ftalocyaninu. Kyveta byla ozarena v laboratornim fotoreaktoru GSO-1
po dobu 5 min. pfi 100% vykonu diod. Poté byla kyveta vlozena do spektrometru a bylo
odecteno spektrum. Tento proces se opakoval jesté dvakrat. Celkova davka zareni byla

stanovena na 2380 J.cm™2.

Zavér 7 obr. 7.8 lze vypozorovat znatelny rozpad materidlu FTC02 jiz pfi Sminutové
svételné expozici odpovidajici davee 792 J.cm™2 (pokles absorbance pfi A = 665 nm na,
~ 39 % puvodni hodnoty). Vzorek ftalocyaninu ¢. FTC03 vykazuje vétsi odolnost proti
fotodegradaci (obr. 7.9) nez FTC02, a proto byl jesté proveden dlouhodobéjsi test s vétsim
objemem latky (50 ml) v kruhovém fotoreaktoru (kap. 7.3.2) pri delsi svételné expozici.
Vysledky prokazaly velmi maly pokles absorbance monomerni slozky (A = 675 nm) po
60 minutdch kontinudlniho ozarovani (celkové davka zareni odpovidd 9,5 kJ.cm™2). De-
gredace vzorku ¢. FTCO03 byla stanovena jako 10% ubytek materidlu za 60 minut trvalé
svételné expozice.
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Obr. 7.8: Degradace vzorku FTCO02.

700

750

80(

Absorbance (-)
e P
N (o)

o
0

0,4

—— 0 min
—— 5 min
—— 10 min
—— 15 min

500 550 600 650
VInovéa délka (nm)

Obr. 7.9: Degradace vzorku FTCO03.
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7 EXPERIMENTY

7.1.3 Agregace fotosenzibilizatoru

Agregace, v pripadé ftalocyaninovych derivati, je zpusobena koplanarni interakci retézc,
kde se z monomernich forem utvaii dimery a struktury vyssich radt. Pro fotosenzibilizac¢ni
reakce je tvorba dimert nezadoucim jevem, nebot se téchto reakei neicastni. V literature
je uvedeno nékolik zpisobi, jak agregaci potlacit [43]:

o Zvysenim iontové sily roztoku pomoci anorganickych soli (KCIl, NaCl) — dochézi
ke zvyseni rozpustnosti. Pridana sil redukuje pritazlivé sily mezi opac¢né nabitymi
skupinami.

o Pouzitim poldrnich rozpoustédel s vysokou dielektrickou konstantou (DMF, DMSO).
o Zvysenim pH roztoku.

 Pridanim ve vodé rozpustnych organickych rozpoustédel do vodného roztoku (DMF,
pyridin, EtOH).

Kapitola se zabyva vlivem pridavku anorganickych soli a ethanolu na agregaci vy-
branych vodnych roztoku ftalocyaninovych derivati FTC02 a FTCO03. Pomér dimerni a
monomerni slozky u ftalocyanini rozpusténych ve vodé pred ovérovacimi experimenty je
pro vzorek FTC02 D, = 1,20 a pro vzorek FTC03 D, = 6,165.

a) Pridani NaCl a KCl

Pro méreni byly pouzity vodné roztoky FTC02 a FTCO03 o koncentracich ¢ = 18,3 mg/1
a ¢ = 16,9 mg/l. Méfeni probihalo za stdlého michéni v kfemenné kyveté, do které bylo
nadavkovano 2 ml zasobniho vzorku ftalocyaninu a bylo pridano 500 ul anorganické soli
(NaCl, KCl) o koncentracich 0,01 M; 0,1 M a 1 M.

Zavér 7 vyslednych absorpénich spekter vzorku FTCO02 (obr. 7.10, obr. 7.11) mizeme
pozorovat, ze dochazi k drobnym zménam ve spektru. V obou pripadech se koeficient D,
nepatrné snizuje. U vzorku FTCO03 byl pozorovan shodny pokles vSech absorpc¢nich pas,
ktery byl zplisoben pouze ziedénim roztoku vlivem pridani roztoku NaCl a KCI. Proto
neni jeho absorpéni spektrum uvedeno.
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Obr. 7.10: Vliv pridavku NaCl na zménu spektra vzorku FTC02.
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Obr. 7.11: Vliv pridavku KCI na zménu spektra vzorku FTCO02.
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b) Pfidani EtOH

Pro méfeni byly pouzity vodné roztoky FTC02 a FTCO03 o koncentracich ¢ = 18,3 mg/1
ac= 16,9 mg/l.

Meéreni probihalo za stalého michani v kfemenné kyveté, do které bylo nadavkovano
2 ml zéasobniho vzorku ftalocyaninu a postupné byly pridany davky EtOH s krokem 100 pl
az do celkové hodnoty 1 ml (10 x 100 pl).
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Obr. 7.12: Vliv pridavku EtOH na zménu spektra vzorku FTCO02.

Tab. 7.3: Koeficient D, u vzorku FTCO02 v zavislosti na pridavcich EtOH.

Absorpcni spektrum  Pridavek EtOH (pnl) D,  Nérast D, oproti Ay

Ao 0 1,20 1,00 x
Ay 100 1,41 1,18 x
A, 200 1,63 1,36 x
A, 300 1,90 1,58 x
Ay 400 2,19 1,83 x
As 500 2,51 2,10 x
Ag 600 2,81 2,34 x
A; 700 3,23 2,60 x
Ag 800 3,55 2,96 x
Ay 900 3,38 3,23 x
A 1000 4,29 3,58 x
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Zavér 7 vysledného absorpéniho spektra vzorku FTCO02 (obr. 7.12) muzeme pozoro-
vat, ze pridavkem EtOH do roztoku se agregace ftalocyaninu potlacuje,nebot dochazi
k znatelnym zménam pomeéru dimerni a monomerni slozky. Mira potlaceni dimerizace pro
tento vzorek v pribéhu experimentu je podrobné stanovena v tab. 7.3. V pripadé celkové
davky EtOH 1 ml do roztoku odpovidd pomér monomer/dimer hodnoté 4,29 (3,58né-
sobek puvodni hodnoty). U vzorku FTCO03 v pribéhu celého experimentu nedochézelo
k disbalanci mezi dimerni a monomerni slozkou. Opét byl pozorovan pouze postupny po-
kles vSech absorpcnich pasi, ktery byl zptisoben pouze zredénim roztoku vlivem pridavka
EtOH. Vysledné spektrum proto neni uvedeno.

7.1.4 Toxicita ftalocyaninovych derivati

Toxicita ftalocyaninovych derivati FTC02 a FTCO03 byla testovana na pracovisti COC
v ramci vyzkumnych praci tykajicich se jeho 1ékové formy pro huméanni pouziti. Byla
provedena cela fada toxikologickych testi, jejichz vysledky lze sumarizovat nasledovné:
pii intravenéznim podani je maximalni tolerovand davka u mysi 280 mg/kg, u potkant
250 mg/kg. Toxikologicka studie trvajici 28 dni neprokdzala zmény v krevnim obraze,
biochemické vysetieni neprokazalo zmény.

Hlavnim rozkladnym produktem derivatu ftalocyaninu jsou kyselina ftalova a ftalimid.

o Kyselina ftdlovd: (a) akutni toxicita: LDso' > 5000 mg/kg (my$,oralné); (b) draz-
divost: neni drazdivy (kralik, kuze), velmi drazdivy (kralik, oko).

o Ftalimid: (a) akutni toxicita: LDjsy = 5000 mg/kg (mys, ordlné); (b) drazdivost:
neni drazdivy (krélik, kuze), neni drazdivy (kralik, oko).

U ftalocyaninovych derivat ani u jeho rozkladnych produktii nejsou prokazany zadné
toxické u¢inky na vyss{ organismy. Testovana latka neni hepatotoxicka? ani nefrotoxicka?.

7.1.5 Zhodnoceni vybéru materialu

Vzorek ftalocyaninu FTC02 — sulfoglycinovy derivat ftalocyaninu zinku (ZnFTC) — vy-
zaduje v porovnani s FTC03 dodatecny syntetizacni krok, s ¢imz souvisi vyssi cena a
vysSi naroc¢nost pripravy latky. V zakladni podobé sice dosahuje tento material o néco
vyssi fotosenzibilizacni aktivity ve srovnani s FTC03, ale podléha mnohem rychlejsi foto-
degradaci. Bylo zjisténo, ze fotosenzibilizac¢ni aktivitu lze u tohoto materidlu jesté zvysit
pomoci ohfevu nebo pridanim etanolu. Nicméné, pii pouziti fotosenzibilizatoru ve foto-
dynamické terapii malignich nadort, kde se aplikuje fotosenzibilizator primo do krevniho
recisté pacienta, je pridavek etanolu nemozny.

Na zakladé provedenych experiment byl jako nejvhodnéjsi organicky material pro
fotosenzibiliza¢ni reakce zvolen vzorek ftalocyaninu FTC03 — sodna stl sulfonovaného
hydroxyhlinitého derivatu ftalocyaninu (AIOHFTC), ktery vykazoval vybornou teplotni
stabilitu a zna¢nou odolnost proti fotodegradaci.

LDy — smrtelnd ddvka podand testovanym jedinctim, ktera zptisobi tihyn 50 % testovanych Zivoéichi
do 24 hodin od expozice. Udéva se v mg/kg zivé hmotnosti.

2Neposkozuje jatra.

3Neposkozuje ledviny.
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7 EXPERIMENTY

7.2 Svételny LED zdroj

7.2.1 Parametry zdroje zareni

Pro vybér elektroluminiscencni diody vzhledem ke zvolenému fotosenzibilizatoru (sulfo-
novany derivat ftalocyaninu hliniku) byla stanovena néasledujici kritéria:

emisni spektrum vyuzivajici maximum absorpcéniho spektra zvoleného fotosenzibili-
zatoru,

vysoky zarivy tok (stovky mW),
vysoka éinnost premény energie (> 20 %),

cena a dostupnost.

Ke sledovanym parametrim LED patii zejména:

Napéeti v propustném smeéru Up (V') — trvalé napéti, pii kterém dioda emituje svételné
zateni, je zavislé na pouzitém materidlu a teploté.

Proud v propustném smeéru I (A) — trvaly proud, pfi kterém dioda emituje svételné
zareni.

Prikon P (W) — elektricky ptikon diody, ktery se stanovi jako:

P=Up-Ir (7.7)

Zarivy tok @, (W) — celkova vyzarenda energie Q. (J) za jednotku casu:

_dQe
o dt

@, (7.8)

Intenzita zdteni I, (W.m™2) — z4Fivy tok prochézejici plochou kolmou k ose §ifent,
jedna se tedy o plosnou hustotu zarivého toku:

dd,
I. = 7.9
7S (7.9)
Vinovd délka A\, (m) — vztazena k energii zakdzaného pasu Eg:
he
Ay = — 7.10
g9 Eg ( )
Uéinnost 1 (%) — s ohledem na piikon diody lze jeji ti¢innost stanovit jako:
P
= c 7.11
=G (7.11)

Vyzarovaci tihel 2015 (°) — thel sevieny s centralni osou vyzafovani svételného
zdroje, kde velikost relativni intenzity svételného zdroje dosahuje hodnoty 50 %.
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7 EXPERIMENTY

7.2.2 Vybér zdroje zareni

Na zakladé stanovenych kritérii byla provedena reserse vykonnych LED s maximem emis-
niho spektra (Ap) v oblasti vlnovych délek od 660 do 680 nm (deep red). Ukazalo se, ze
nabidka LED s dostatecnym svételnym vykonem v této oblasti vinovych délek neni nijak
pestra. Celkem byly vybrany ¢tyti typy diod od vyrobct Epitex a LEDEngin. Vybrané
elektro-optické parametry vytipovanych LED jsou prezentovany v tab. 7.4.

Ke zméteni spektralnich charakteristik byl pouzit spektrometr QE65Pro s kosinovym
korektorem umoznujici sbér svétla v thlu 180°. Jednotlivé diody byly umistény na Peltie-
rové ¢lanku s moznosti regulace teploty pomoci PID regulace s krokem 1 °C (obr. 7.14).
Hodnoty napéti a proudu byly nastaveny dle doporucenych katalogovych hodnot. Teplota
Peltierova ¢lanku byla nastavena na konstantni hodnotu 25 °C.

Tab. 7.4: Vybrané elektro-optické parametry LED.

Parametr/Oznacent SMB660N-1100 LZ1-00R200 LZ4-40R200 SMB680-1100

Vyrobce Epitex LEDEngin  LEDEngin Epitex
Material AlGalnP AlGalnP AlGalnP AlGaAs
Rozméry ($xhxv mm) 5x5x7,5 4.4x44x27  TXTx4,2 5x5x4,7
Ap (nm) 660 660 660 680
P (mW) 1600 2500 7400 1600
Urp (V) 2.4 2,5 10,5 2.4
Ir (mA) 500 1000 700 500
¢e (MW) 300 660 2600 90
2012 (°) 14 90 95 24

n (%) 25,0 26,4 35,4 7.5
Cena (K¢&)k - 133,00 569,00 -

*Vypocteno dle katalogovych hodnot.
**Cena stanovena ze stranek distributora elektronickych soucastek Farnell.
Diody od spolec¢nosti Epitex nejsou v CR dostupné a byly objednany jako ,Free Sample®.

(@)

Obr. 7.13: Vybrané LED. (a) SMB660N-1100; (b) LZ1-00R200; (c) LZ4-40R200

Zavér Na zakladé elektro-optickych parametri a spektralni charakteristiky byla zvo-
lena pro dalsi experimenty LED LZ1-00R200 od spolec¢nosti LEDEngin disponujici malou
velikosti, nizkou cenou a vysokym zarivym tokem.
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7 EXPERIMENTY

Optické Vlékno\ QE65 Pro

Spektrometr

.a«— Kosinovy korektor

114

R
LED._ "
s

b]]]]]]]]]]]]]]i -« Peltiertiv ¢lanek

Obr. 7.14: Méreni spektralni charakteristiky LED pomoci spektrometru QE65 Pro.

1 T T T T
—— LZ1-00R200
—— SMB660N-1100
08l — SMB680-1100 1
N
-
G
=
& 06 .
Q
2
£
€
Z o4}
c_"-s‘ )
[
o
0,2 _
0 I} Il
540 580 620 660 700 74C

VInovéa délka (nm)
Obr. 7.15: Normalizované emisni spektrum vybranych LED. (Dioda LZ4-40R200 neni

ve spektralnich charakteristikdch zahrnuta, nebot obsahuje ¢tyfi Cipy, které
jsou totozné s LZ1-00R200.)
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7 EXPERIMENTY

7.2.3 Charakterizace zvolené LED

Po vybéru vhodné elektroluminiscenéni diody (LEDEngin LZ1-00R200) je nyni nutné di-
odu charakterizovat a podrobné stanovit jeji radiometrické a elektrické parametry. Ziskané
data budou pouzita k efektivnimu navrhu osvitovych jednotek pro dané aplikace.

(a) (b) Sklenéna

I 932 - ¢ocka
2,7

I
1 1
1,05 T - 4,4 -

< Keramicky
substrat

Obr. 7.16: Zvolend LED LZ1-00R200. (a) Rozméry; (b) 3D pohled; (c) Horni pohled; (d)
Detail ¢ipu; (e) Detail rozsviceného cipu. (Fotografie (d) a (e) byly porizeny
na diodé bez cocky).

a) Volt-ampérova charakteristika

Napéti v propustném sméru, neboli prahové napéti Ug elektroluminiscencéni diody lze
stanovit v idedlnim pripadé jako [44]:
Up~ Lo (7.12)
e

kde e je elementarni naboj a £, energie zakdzaného pasu pouzitého materidlu. Redlna
elektroluminiscencni dioda vétsinou obsahuje parazitni odpor, ktery zpiisobuje pokles pra-
hového napéti. Parazitni odpor diody muze byt zptisoben nékolika mechanismy: odporem
kontaktii, odporem heterostruktury, odporem materidlu vykazujicitho nizkou koncentraci
nebo nizkou pohyblivost nosi¢ti ndboje. Druhym jevem, ktery ovliviiuje velikost praho-
vého napéti, je injekce nosicti do kvantové jamy, kde je jejich energie pfeménéna na teplo
— fononovd emise. [44]

Pro méteni volt-ampérové charakteristiky byl pouzit programovatelny zdroj iTech
6154. Dioda na hlinikovém substratu (IMS) byla pripojena na Peltieruv ¢lanek s moz-
nosti regulace teploty pomoci PID regulace s krokem 1 °C. Teplota byla nastavena na
hodnotu 25 °C.
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1,6 T T T T

1,4+ :
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Proud (A)
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Obr. 7.17: Volt-ampérova charakteristika LED. Méreno pii teploté T = 25 °C.

b) Spektralni charakteristika

Meéreni spektralni charakteristiky diody bylo realizovano ve fotometrické laboratori Ka-
tedry elektroenergetiky a ekologie FEL ZCU prostfednictvim VIS spektroradiometru JETI
Specbos 1201. Usporadani experimentu ilustruje obr. 7.18. LED na hlinikovém chladici
60x60x40 cm byla pevné umisténa do fotometrické soustavy ve vzdalenosti 1 m od spek-
troradiometru. Proud LED byl nastaven na hodnotu 1000 mA. Dioda byla protékana
proudem po dobu 60 minut pred samotnym mérenim z divodu ustaleni teploty.

K sledovanym parametrim spektralni charakteristiky kromé vrcholové vinové délky
Ap dale patif [45]:

o Spektrdlni sirka pdsma (Apwmart) — Sitka vyzafovaného padsma pii poloviéni hodnoté
vrcholové vinové délky.

o Centralni vinovd délka (Xosm) — vinova délka v poloviné nejvyssi intenzity vyzaro-
vané¢ho spektra.

» Vrcholovd vinovd délka (N\,) — nejvyssi hodnota emisniho spektra.

o Dominantni vinovd délka (Agom) — vInova délka lezici na okraji diagramu chroma-
ticnosti.

‘FWHM - Full Width Half Max
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7 EXPERIMENTY

o Centroidni vinovd délka (\.) — vlnova délka ve smyslu tézisté, ktera je urcena jako
integral rozdélujici celé spektrum na dvé stejné ¢asti [45]:

_fij-S(/\)-d)\

TS 719

/ [ * Specbos
- -
[P 1201
Fotometricka lavice

Y

Obr. 7.18: Uspotradani méreni spektralnich charakteristik.

Z vysledného emisniho spektra (obr. 7.19) bylo stanoveno: Ap = 669 nm, Apwpyy =
24,3 nm, Ao 5, = 665 nm, A\c = 662,9 nm a Ay, = 644 nm.
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Obr. 7.19: Spektralni charakteristika LED s charakteristickymi vlnovymi délkami.
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7 EXPERIMENTY

c) Celkovy zarivy tok

Zarivy tok diody byl zméfen v laboratorich spolec¢nosti Lightronic, s.r.o. Tamni labora-
tor disponuje Spickovym zafizenim pro stanoveni optickych vlastnosti LED, konkrétné se
jednd o ptistroj OL770 LED s kulovym integratorem (obr. 7.1 (b)) od spole¢nosti Optronic
Laboratories.

Kulovy integrator, téz integracni koule, je fotometricky laboratorni meérici pristroj
ve tvaru duté koule. Koule je zevniti opatfena specialni normovanou skladbou natért a
konecny povrch je barevné neselektivni, spektralné nezavisly a ma vysokou odrazivost.
V kouli je vlozen v malém okénku fotoclanek, ktery je prekryty clonkou tak, aby se
zamezilo pfimému dopadu svétla na jeho povrch. Vnitini primeér integratoru se pohybuje
od nékolika desitek centimetri az do jednotek metri, dle velikosti méreného svételného
zdroje. Princip méreni spocivd v mnohonasobnych odrazech, ke kterym dochazi uvnitt
koule. Méfenou veli¢inou v pripadé integracni koule je tzv. fotoproud, ktery je primo
umeérny mnozstvi dopadajiciho svétla na okénko s fotoclankem. Celkovy svételny tok je
obvykle méfen substitu¢ni metodou pfi pouziti znamého etalonu svételného toku. [46]

800 T T

600} b

Zé&tivy tok (mW)
D
3

200+ .

O Il Il Il Il
0 250 500 750 1000

Proud (mA)

Obr. 7.20: Zavislost zarivého toku na proudu LED.
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7 EXPERIMENTY

d) Vyzarovaci charakteristika

Meéfeni vyzafovaciho Ghlu 201/, a iplného vyzatovaciho thlu ©ggy (thel, pii kterém po-
klesne relativni intenzita na hodnotu 10 %) bylo realizovdno ve fotometrické laboratofi
Katedry elektroenergetiky FEL CVUT v Praze. Fotometrické laboratof je uzptisobena
k méreni fotometrickych parametrii svételnych zdroju a svitidel, tedy vlastnostmi svétel-
nych zdrojl, které jsou spojeny s vnimanim svétla lidskym okem. Laborator disponuje
modernizovanym goniofotometrem s presné rizenym natacecim ramenem. Princip goni-
ofotometru ilustruje obr. 7.21. ZkouSeny svételny zdroj se umisti v ose otaceni ramene.
Polorovina se nastavuje nato¢enim méreného svitidla. Ve zvolené poloroviné se pro kazdy
thel v zméfi luxmetrem osvétlenost. [47]

Svételny
stied Pohon

2 Osa otaceni
L

g

«

-

o

=

N

2

3}

k=]

3

<

=

)

A Luxmetr

Uhel Y

Obr. 7.21: Princip goniofotometru (vlevo) a orientace svételného zdroje v soustavé C-
rovin (Vpravo). |Pfevzato s tpravami z: [47]]

LED na hlinikovém chladic¢i 60x60x40 c¢m byla pevné umisténa do fotometrické sou-
stavy a byly zméreny hodnoty osvétlenosti v rovinach Cy, Ci5, Cso, Cus, Ceo, Crs a Cog.
Proud LED byl nastaven na hodnotu 1000 mA. Dioda byla protékana proudem po dobu
60 minut pred samotnym méfenim z divodu ustaleni teploty. Namétené hodnoty byly
zprumeérovany ze vSech rovin a normalizovany.

Zaveér 7 obr. 7.22 byl stanoven vyzafovaci thel 20/, = 76° a celkovy vyzafovaci thel
Op oy = 110°.
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Obr. 7.22: Normalizovana vyzatovaci charakteristika diody.
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Obr. 7.23: Normalizovana vyzarovaci charakteristika diody v polarnich souradnicich.
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7 EXPERIMENTY

e) Teplotni zavislost parametra LED

LED zalozené na AlGalnP a GaN v dnesni dobé pokryvaji celé viditelné spektrum a
muzeme se s nimi setkat v nescetné aplikacich. Vysoce svitivé diody (High Brightness)
zacaly nahrazovat konvencni zarovky a zarivky. Predstavuji tak dalsi vyznamny krok v his-
torii svételného primyslu. S nartistem vykonnéjsich LED a s rozsifovanim pole moznych
aplikaci, vlastnosti elektroluminiscenc¢nich diod musi splnovat nékolik pozadavkl véetné
provozniho rezimu pfi riaznych teplotach. Snahou vyrobcti LED je co nejvétsi icinnost
premény elektron — foton na dané vinové délce. [48]

Kritickym parametrem u elektroluminiscenc¢nich diod je teplota p-n prechodu, ktera
ovliviiuje nékolik parametri [44]: vnitini kvantovou uc¢innost, intenzitu vyzafovaného
svétla, vinovou délku vyzarovaného svétla, degradaci ¢ipu diody a v neposledni radé také
zivotnost. Pro stanoveni optimalniho provozniho rezimu LED je nezbytné zjistit chovani
dané diody pri ruznych teplotach pouzdra.

i) Emisni spektrum

Pro méreni spektralni charakteristiky byly pouzity stejné pristroje a usporadani jako na
obr. 7.14. Dioda byla umisténa na Peltierové clanku. Teplota byla nastavovana v rozsahu
od 0 °C do 120 °C s krokem 5 °C. Proud LED byl nastaven na konstantni hodnotu
1000 mA.

1,2 T T T T T

0,8

0,41

Relativni intenzita (-)

0,2

0 Il Il Il Il
600 620 640 660 680 700 72C

ViInovéa délka (nm)

Obr. 7.24: Spektralni charakteristika LED pro riizné teploty pouzdra. Méfeno v rozsahu
teplot 0-120 °C s krokem 5 °C. Hodnoty byly normalizovany pro teplotu
25 °C.

7 obr. 7.24 je patrné, ze relativni intenzita diody s rostouci teplotou klesa. To je
zpusobeno zejména rekombinaci na hlubsich trovnich, povrchovou rekombinaci a ztratou
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7 EXPERIMENTY

nosicl v heterostrukture. Pri teploté 25 °C lze teplotni zavislost intenzity zafeni stanovit
jako [44]:

T
I. = I |70k TP (7.14)
1

kde I. |r—ox je intenzita pii teploté 0 K, T} je charakteristickd teplota, pro kterou plati,
ze ¢im nizsi je jeji hodnota, tim vyraznéjsi je zména intenzity na teploté. Experimentalné
bylo zjisténo, ze nejvyssich hodnot dosahuje modra LED s materidlem GaN, a sice T}
= 1600 K. Zatimco cervena LED s materidlem AlGalnP dosahuje hodnot pouze T; =
95 K, pokles intenzity je tedy znacné strméjsi nez u modré LED. Tento jev byl potvrzen
v publikaci Guo a kol. [48]

Druhym jevem, ktery je mozné pozorovat, je posun vrcholové vinové délky smérem
k vyssim hodnotam. Tento jev je zptisoben zménou sitky zakazaného pasu E, — s rostouci
teplotou E, klesa. V literatufe byva tento posun oznacovan jako cerveny posun (Red

Shift). Teplotni zévislost sitky zakdzaného pasu lze vyjadiit jako [44]:

aT?
T+

Ey=Ey 7ok — (7.15)

kde By |r—ox je $ifka zakidzaného pasu pii teploté 0 K, a a § jsou latkové konstanty
polovodicového materialu a T' je termodynamicka teplota. Parametry a a [ pro pouzity
polovodicovy materidl lze nalézt v literatute [44]. Jelikoz s $ifkou zakazaného pasu je tzce
spjata vinova délka vyzarovaného svétla (rov. 7.10), muze dochézet pri velkych zménach
teploty ke zméné vyzarované barvy.
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Obr. 7.25: Zavislost relativni intenzity a posunu vinové délky LED na teploté pouzdra.

Meéteno v rozsahu teplot 0-120 °C s krokem 5 °C. Hodnoty byly normalizovany
pro teplotu 25 °C.
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Na obr. 7.25 jsou zobrazeny vysSe diskutované jevy nazornéji. Pomoci linearni regrese
byly stanoveny zmény parametri LED s teplotou jako:

 Pokles relativni intenzity = —0,52 %/°C.

« Posun vlnové délky = 40, 16 nm/°C.

ii) Prahové napéti

Prahové napéti je zavislé na sifce zakazaného pasu E, (rov. 7.12). S rostouci teplotou lze
tedy pozorovat pokles prahového napéti. Rychlost poklesu zavisi zejména na pouzitém
polovodi¢ovém materialu.
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Obr. 7.26: Posun prahového napéti v zavislosti na teploté pouzdra pii konstantnim

proudu. Méreno v rozsahu teplot 0-120 °C s krokem 5 °C pfi provoznim
proudu Ir = 1 A. Hodnoty byly normalizovany pro teplotu 25 °C.
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7.2.4 Ucinnost svételné absorpce fotosenzibilizatorem

Ke stanoveni uc¢innosti absorpce svétla fotosenzibilizatorem lze v literature najit jedno-
duchou metodu, ktera spoc¢iva v integraci absorpéniho a emisniho spektra podle vlnové
délky. Integral prekryvu spekter R se stanovi jako [49]:

R= / ABSps(\) ELpp()) dA (7.16)

kde ABSpgs je absorpce fotosenzibilizatoru a Epgp emise LED.
Ke stanoveni ucinnosti svételné absorpce fotosenzibilizatorem byla pouzita namérend
data emisniho spektra z obr. 7.24 a normalizované absorpc¢ni spektrum AIOHFTC ve vodé

7 obr. 7.3.

o
©

o
[eS)

Normalizovany integraligkryvu spekter R-)

o
o

o

20 40 60 80 100 12¢
Teplota pouzdra (°C)

Obr. 7.27: Zavislost teploty pouzdra LED na integralu prekryvu spekter R.

Zavér Dle obr. 7.27 byla stanovena pracovni oblast diody s nejvyssi uc¢innosti svételné
absorpce fotosenzibilizatorem v rozmezi teplot pouzdra 50-70 °C s optimem pti 60 °C.
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7.2.5 Navrh optimalniho provozniho rezimu LED

Provedené experimenty vedly k navrhu optimalniho provozniho rezimu LED:
« Provozni proud /; = 1000 mA.
« Provozni napéti Uy pfi proudu 1000 mA a teploté 25 °C = 2,5 V.
o Zarivy tok ¢, pri proudu 1000 mA a teploté 25 °C = 661 mW.

« Rozsah provoznich teplot LED (teplota pouzdra) = 50-70 °C (teplota p-n pfechodu®
~ 6989 °C)

5V katalogovém listu diody je uveden tepelny odpor mezi p-n pfechodem a pouzdrem diody jako
Roj—c = 10,5 °C/W. Teplotu p-n piechodu poté lze stanovit jako: Ty = Te + (Rgj—c - Pr), kde Ty je
teplota pfechodu, T teplota pouzdra a Pr je ztratovy (tepelny) vykon.

63



7 EXPERIMENTY

7.3 Systémy pro ovéreni fotosenzibilizacnich reakci

7.3.1 Laboratorni fotoreaktor GSO-1

Laboratorni fotoreaktor GSO-1 byl navrzen a zkonstruovan pro otestovani vhodnosti vza-
jemné kombinace fotosenzibilizatoru a elektroluminiscencéni diody.

Konstrukce zarizeni je ilustrovana na obr. 7.28. Ozarovaci jednotka je navrzena jako
mald reakéni komora pro osvit standardni spektrometrické kyvety (1) o pudorysnych
rozmérech 10x10 mm. Rozméry celého zarizeni jsou 80x80x82 mm a rozméry reakéni
komory 15x15x30 mm. Télo reakéni komory je tvoreno ¢tyfmi moduly. Kazdy modul
obsahuje oboustranny plosny spoj s LED (2). Plosny spoj je pomoci teplovodivé pasky
nalepen na hlinikovy chladi¢ (3). Moduly s LED jsou vymeénné a jsou pfipevnény pomoci
sroubu k zakladné. Vzhledem k predpokldadanému pouziti vykonnych diod s prikonem
v radu jednotek watt je cely blok modulii usazen na ventildtoru 80x80 mm (4), zajistujic
odpovidajici chlazeni celého zatizeni. Uvniti reakéni komory jsou umistény ¢tyfi vykonové

diody LZ1-00R200.

DETAIL a

Z

Obr. 7.28: Laboratorni fotoreaktor GSO-1.
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7.3.2 Kruhovy fotoreaktor

Kruhovy fotoreaktor byl navrzen a zkonstruovan pro ucely dlouhodobého osvitu vétsiho
mnozstvi fotosenzibilizatoru umisténého v chemické bance o primeéru 50 mm. Prostiednic-
tvim tohoto fotoreaktoru lze stanovit nejen troven generace 'O, ale také miru degradace
daného materialu.

Konstrukce zarizeni je ilustrovana na obr. 7.29. Nosnym elementem je plastovy valec
(1) o vnitinim pruméru 50 mm a vysce 100 mm. Po jeho obvodu jsou rozmistény tii totozné
moduly jejichz osy sviraji uhel 120 °. Kazdy modul sestdva z desky plosného spoje (2),
na kterém je umistén par vykonovych LED (7). Opacnd strana desky plosného spoje je
opatrena hlinikovym chladi¢em (4), ktery je ofukovan vzduchem z ventiladtoru o rozmeérech
20x20 mm pfipojeném ze spodni strany chladic¢e (6). Aby nedochazelo k tniku svétla
z jednotlivych LED diod do okoli, je kolem kazdé diody umistén teflonovy prstenec (3).
Jednotlivé moduly jsou ke sténé vélce prisSroubovany tfemi Srouby (8) a vzddlenost od
plasté byla vymezena pomoci distanénich sloupku (2).

REZ A

)
= m
E@@@@@ J
L W

9997

Obr. 7.29: Kruhovy fotoreaktor.
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7.3.3 Univerzalni ridici jednotka

Obsahem této kapitoly je navrh univerzalni ridici jednotky pro napajeni a ovladani vykonu
LED. Pro navrh jednotky byly stanoveny nésledujici pozadavky:

1. Efektivni napajeni a regulace nékolik LED v sérii.

2. Nastaveni doby osvitu a regulace vykonu svételné expozice.
3. Prehledné zobrazeni nastavenych parametri.

4. Kompaktni rozmeéry.

5. Intuitivni ovladani.

Pro napajeni vykonovych LED s prikonem v rfadu jednotek wattii je nejvyhodnéjsi
volbou pouziti spinaného proudového zdroje, nebot nedochézi ke ztraté vykonu na pred-
radném nebo regulacnim prvku. Optiméalni provozni proud je nejcastéji uveden v katalogo-
vém listu LED (v pripadé LZ1-00R200 je doporucend hodnota proudu 1000 mA). Spinany
proudovy zdroj je mozné realizovat pomoci specializovanych integrovanych obvodii s né-
kolika externimi soucastkami, druhou moznosti je pouziti certifikovanych monolitickych
DC-DC ménict obsahujici pouze vstupni, vystupni, popt. regula¢ni piny. Pro napajeni a
fizeni vykonu LED byl vyuzit monoliticky DC-DC spinany zdroj MeanWell LDD-1000H
s konstantnim proudovym vystupem 1000 mA (Constant Current LED Driver).

Parametry méni¢e LDD-1000H:

» Topologie: Step-Down (snizujici ménic).
o Vystupni proud: 1000 mA (konstantni).
» Rozsah vstupniho napéti: 9-59 V (DC).

« Rozsah vystupniho napéti: 2-52 V (DC).

o Utinnost: az 97 %.

o Interni ochrany: proti zkratu, prehiati, interni EMI

filtr.

o Interni regulace: PWM (100-1 kHz, amplituda
2,5-6 V, stiida 10-90 %).

o Kryti: IP67.
e Cena: 140 Kc.

Z pohledu zminénych parametri a ceny je pouziti tohoto ménice vyhodnym a elegant-
nim resSenim. V pripadé poruchy zdroje se cely modul fyzicky vyméni a zafizeni je schopné
rychle fungovat dal. Pti poruse spinaného zdroje s externimi soucastkami je nutna detailni

Vv

v pripadé vymény monolitického zdroje.
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Jadrem jednotky je 8bitovy mikrokontrolér ATMEL AVR ATmegal68, ktery obstarava
fizeni LCD displeje, generuje pozadovany PWM signal, detekuje zmény stavu tlacitek a
ridi interni ¢asovace.

LCD disple;j
8x2
Ax i
N
Napdieni Mikrokontrolér DC-DC méni¢ 1-20LED
P Atmegal68 LDD-1000H
| R
Ovladaci ! T
tlacitka

Obr. 7.30: Blokové schéma tidici jednotky.

Parametry univerzalni fidici jednotky:

e Moznost pripojit 1-20 LED LZ1-00R200.

Nastavitelny vykon pripojenych LED od 0 do 100 %.

Nastavitelna doba svételné expozice od 100 ms po desitky hodin.

Ulozeni nastavenych hodnot do paméti EEPROM.

Zobrazeni nastavenych hodnot na LCD displeji.

Nastaveni parametri pomoci tlac¢itek na prednim panelu.

umoznuje precizné ridit svételnou davku.

START/STOP
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7.4 Interakce svételného zdroje a fotosenzibilizatoru

7.4.1 Zavislost produkce 10, na dobé& osvitu

K méteni byl pouZit vzorek ftalocyaninu FTCO03 o koncentraci 4 mg/1 rozpustény v jo-
didovém c¢inidle. Méreni probihalo za stalého michani v kfemenné kyveté, do které byly
nadavkovany 2 ml zasobniho roztoku. Kyveta byla ozarena v laboratornim fotoreaktoru
GSO-1 pri provoznim proudu 1000 mA. Délka pulzu byla nastavena na 500 ms a méreni
probihalo, dokud hodnota absorbance trijodidového aniontu nedosédhla hodnoty 2.

Z vysledného grafu (obr. 7.32) lze konstatovat, ze zavislost pfemény trijodidového ani-
ontu (A = 351 nm) na dobé osvitu je linedrni. Rychlost této pfemény je pfimo imérna
generaci singletového kysliku. Pomoci linedrni regrese byla stanovena smeérnice primky:
y = 0, 354140, 748z s korela¢nim koeficientem R? = 0,991. Hodnota smérnice predstavuje
rychlostni konstantu & (s~!) pot¥ebnou pro stanoveni kvantového vytézku fotosenzibilizé-

toru.

15

351 nm

y =0,3541+0,748x

351 nm
Absorbance )

Absorbance (-)

0,5F

320 370 420 470 520 570 620 670 720
VInova délka (nm)

Obr. 7.32: Zavislost absorbance trijodidového pasu na dobé osvitu vzorku FTC03 v jo-
didovém cinidle.

7.4.2 Stanoveni kvantového vytézku
Kvantovy vytézek je pro dany materidl a pouzité rozpoustédlo stejny, bez ohledu na
pouzitou metodiku pro jeho zjisténi. Pro stanoveni kvantového vytézku ftalocyaninového
fotosenzibilizatoru ¢ byla vyuzita porovnavaci metoda, kde se pouzila znadmé hodnota

kvantového vytézku ¢, a rychlostni konstanty k, tetrasulfonovaného hydroxyhlinitého
ftalocyaninu z literatury (¢, = 0,38; k, = 0,812 s71, cit. [3]). Hledany kvantovy vytézek

se nasledné stanovi jako:
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*

kde k je rychlostni konstanta stanovend v predchozi kapitole (obr. 7.32). Pro hod-
notu proudu 1000 mA byl vypocitan kvantovy vytézek disulfonovaného hydroxyhlinitého

ftalocyaninu:
0,748
08 = 0,812
coz je vzhledem k typu rozpoustédla (H,O, ve kterém je obecné dosahovano nizkych
kvantovych vytézki) velmi dobry vysledek.

.0,38=0,35 (7.18)

7.4.3 Porovnani rezimu osvitu

Tato kapitola si klade za cil porovnat vliv kontinudlniho a pulzniho rezimu na uc¢innost
produkce singletového kysliku. Byly navrzeny dva rezimy, které za jednotku casu dodaji
do méreného vzorku stejnou energii :

1. Kontinualni rezim — proud 100 mA

2. Pulzni rezim — proud 1000 mA, frekvence 490 Hz, stiida 10 % (stfedni hodnota
proudu /pyp; = 100 mA)

1(mA)

1,8 F

Kontinualni rezim

1,6 |

L4

351nm

I(m4),

Absorbance

0,8

Pulzni rezim

0,6

1(s)

0,4 Il Il Il
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Doba osvitu (s)

Obr. 7.33: Uéinnosti generace singletového kysliku dle pouzitého rezimu osvitu.
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K méfeni byl pouzit vzorek ftalocyaninu FTCO03 o koncentraci 4 mg/l rozpustény
v jodidovém cinidle. Méfeni probihalo za stalého michani v kremenné kyveté, do které byly
nadavkovany 2 ml zasobniho roztoku. Kyveta byla ozarena v laboratornim fotoreaktoru
GSO-1 nejprve v kontinudlnim rezimu a poté v pulznim rezimu.

Z vysledného grafu (obr. 7.33) je patrné, ze oba rezimy jsou z pohledu produkce
singletového kysliku srovnatelné. To ovsem jesté neznamend, ze v dané aplikaci budou
vykazovat stejnou ucinnost. Barolet a kol. experimentalné ovéril, ze pulzni rezim dokaze
efektivnéji stimulovat produkci kolagenu nez kontinualni rezim. Dale bylo zjisténo, ze
ultrakratké pulzy jsou schopny prostupovat do tkané hloubéji nez v kontinudlnim rezimu.
Barolet a kol. to vysvétluji tim, ze prvni vykonné pulzy obsahuji dostatek fotont, které
excituji veskeré molekuly chromoforti v hornich vrstvach tkané, které se nasledné dalsi
absorpce netcastni a tim se zprichodni cesta do hlubsich vrstev. [5]

Zde je nutné podotknout, Ze detailni studie vlivu kontinualniho a pulzniho rezimu
osvitu s ftalocyaninovymi fotosenzibilizatory nebyla doposud provedena.
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Nésledujici kapitola se vénuje nekolika aplika¢nim oblastem, ve kterych byl vyuzit poten-
cial fotosenzibiliza¢nich reakei zvoleného fotosenzibilizdtoru a zvoleného svételného LED
zdroje ve spolupraci s témito subjekty:

1. Centrum organické chemie (COC) (Rybitvi) — Oblast syntézy ftalocyaninovych de-
rivati.
2. PVGROUP CZ (Pardubice) — Oblast ¢isténi procesnich kapalin.

3. Lékarska fakulta UK (Hradec Kralové) — Oblast fotodynamické dezinfekce ve sto-
matologii.

4. Ustav imunologie a mikrobiologie, 1. LF UK (Praha) — Oblast fotodynamické terapie
malignich nador.

5. Ustav biofyziky a informatiky, 1. LF UK (Praha) — Oblast fotodynamické inaktivace
prionovych proteinti.

6. ASIO (Brno) — Oblast ¢isténi odpadnich vod.

Systém pro fotodynamickou inaktivaci mikroorganismu v procesnich kapalinich (ka-
pitola 8.1) byl cely realizovdn a testovdn na pracovistich ZCU a v laboratoiich Centra
organické chemie. V ostatnich aplikacich (kapitoly 8.2-8.5) byl fesen névrh, konstrukce a
stanoveni provoznich parametri svételnych LED zdroji v kooperaci s danym pracovistém.
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8.1 Fotodynamickad  inaktivace  mikroorganismi
v procesnich kapalinach

Procesni kapaliny (fezné, ¢i chladici emulze) predstavuji vhodné prostiedi pro vyskyt a
mnozeni mikroorganismii, prevazné bakterii, hub a plisni. Pfitomnost bakterii negativné
ovliviiuje fyzikalné-chemické a senzorické vlastnosti kapaliny:

o Pokles pH — ztrata ochrannych vlastnosti kapaliny, kterd zptsobuje vznik koroze
obrabénych materiali, obrabécich nastroji a konstrukénich c¢asti stroje.

Nestabilita kapaliny — ztrata mazacich vlastnosti.

Mikrobidlni rozklad kapaliny — zapach kapaliny, tvorba shluki.
o Zkraceni zivotnosti kapaliny a c¢asti stroje.
o Zvyseni nakladl na provoz.

V soucasné dobé se pro ucely desinfekce a antimikrobidlni ochrany feznych a chladicich
kapalin pouzivaji biocidni pripravky, nej¢astéji baktericidy s fungicidnimi t¢inky. Pramys-
lové biocidy pouzivané pro ochranu feznych a chladicich kapalin predstavuji svou toxicitou
a spotfebou znacné zdravotni riziko pro pracovniky, ktefi s témito kapalinami pracuji a
silnou zatéz pro zivotni prostiedi.

Koncentraci mikroorganismii v kapaliné je tfeba béhem provozu pribézné sledovat a
v pripadé jejich pfemnozeni provést dodatecny zasah biocidnim prostiedkem. Biocidni
pripravky se do Teznych a chladicich kapalin standardné pridavaji v nizsich koncentra-
cich i béhem dlouhodobého provozu — jednd se o tzv. preventivni doplnovani biocidnich
pripravki. Cely proces vy¢isténi kapaliny (sniZeni koncentrace mikroorganismu na povo-
lenou mez) trva pak v provozu i nékolik tydni. Kontinualni preventivni ddvkovani nizkych
koncentraci biocidu ¢asto zplisobuje vznik rezistentni kultury mikroorganismt. V pripadé
chladicich okruht, kde se pouzivaji biocidni preparaty, bylo mikroskopickymi rozbory zjis-
téno, ze vysoké davky biocidi maji mozny dopad na morfologické a teratologické utvary
u tas. Uvedené skutecnosti vedou ke studiu moznosti uplatnéni ekologicky Setrné inhibice
mikroorganismi. [34]

Problémy s pouzivanim biocidnich preparati:

o Neni zajistén Sirokopasmovy ucinek biocidii — nutnost pouzivat smési biocidnich
latek.

o Nutnost prubézného doplnovani biocidnich latek — omezend stabilita biocidu.

o Obtizné kontrolovatelna koncentrace biocidnich latek v kapaliné — obtizné nalezeni
optimalni koncentrace vzhledem k ticinnosti a ekonomice provozu.

e Rezistence mikroorganismi — nutno pouzivat smési riznych biocidii véetné nutnosti
aplikovat nové typy biocidii.

e Zmacné zdravotni riziko pro obsluhu pri styku s pokozkou a vdechovani aerosolu —
alergické reakce, dermatozy a respiracni onemocnéni.

o Silna zatéz pro zivotni prostredi — problém predevsim pro plidni a vodni ekosystém,
ekonomicka zatéz pro uzivatele pri ekologické likvidaci.
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8.1.1 Konvencni biocidni pripravky pro procesni kapaliny
Legislativni ramec

Obecné pro vsechny biocidni ptipravky plati ,,Nafizeni evropského parlamentu a rady
(EU) ¢. 528/2012* ze dne 22. kvétna 2012 o dodévani biocidnich pripravki na trh a jejich
pouzivani. Tento zédkon stanovi podminky, za kterych je mozno biocidni pripravky uvadét
na trh, které jsou platné pro vyrobce i distributory. Narizeni rozdéluje biocidni pripravky
do nékolika t1id, pricemz pro ochranu procesnich kapalin se jedna o:

Typ pripravku 13: Konzervanty pro kapaliny pouZivané pri obrabéni nebo rezdni Pripravky
na potlacovani mikrobidlni kontaminace v kapalindch pouzZivanych pri obrabéni nebo rezdni
kovi, skla nebo dalsich materidli. (str. 106, narizeni ¢. 528/2012).

V Ceské republice byl ke dni 11. 10. 2013 schvélen nasledujici seznam latek povolenych
pouzivat k ochrané reznych kapalin pfed mikrobialnim napadenim:

Tab. 8.1: Seznam latek povolenych k ochrané feznych kapalin pfed mikrobidlni konta-

minaci.
U¢inna latka CAS ES Typ latky
1,2-benzoisothiazol-3(2H)-on 2634-33-5  220-120-9 A
smés:5-chloro-2-methyl-3(2H)-isothiazolin-3-one ~ 55965-84-9 smés A
(EC: 247-500-7) a 2-methyl-2H-isothiazol-3-one
(EC: 220-239-6) (3:1)
glutaraldehyd 111-30-8 203-856-5 C
2-oktyltetrahydroisothiazol-3-on 26530-20-1 247-761-7 A
2-Brom-2-nitropropan-1,3-diol; 52-51-7 200-143-0 B
bronopol (WHO INN)
(ethylenedioxy)dimethanol 3586-55-8  222-720-6 D
Hexahydro-1,3,5-tris(2-hydroxyethyl)-2-triazine ~ 4.4.4719 225-208-0 C
Sodium pyrithione (pyridin-2-thiol-(1-oxid)) 3811-73-2  223-296-5 C
3-jod-2-propinyl-N-butylkarbaméat (IPBC) 55406-53-6  259-627-5 B
N-(3-aminopropyl)-N-dodecylpropan-1,3-diamin ~ 2372-82-9  219-145-8 C
2,2-dibromo-3-nitrilopropionamide 10222-01-2  233-539-7 B
tetramethylol acetylen dimocovina 5395-50-6  226-408-0 D
morpholin, 4,4’-methylenebis 5625-90-1  227-062-3 C
chlorid stiibrny 7783-90-6  232-033-3 C
3,3’-Methylenebis(5-methyloxazolidine) 66204-44-2  266-235-8 C
2-Phenoxyethanol 122-99-6 204-589-7 C
4-(2-Nitrobutyl)morfolin 2224-44-4  218-748-3 C
2-brom-2-(brommethyl)pentandinitril 35691-65-7 252-681-0 B

Pokracovani na dalsi strane . ..
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Tab. 8.1 — Pokracovani

U¢inna latka CAS ES Typ latky
n-butyl-1,2-benzoisothiazolin-3-one 4.7.4299 420-590-7 A
O-fenylfenolat sodny 132-27-4 205-055-6 C
Bifenyl-2-ol 90-43-7 201-993-5 C
2-methyl-2,3-dihydrogenisothiazol-3-on 2682-20-4  220-239-6 A
Alfa,alfa,alfa-trimethylhexahydro-1,3,5-triazin-1, 25254-50-6 246-764-0 C

3,5-triethanol

N-alkyl(C12-C16)dimethyl- 68424-85-1 270-325-2 C
benzylamoniumchlorid

1,3,4,6-tetrakis(hydroxymethyl)hexahydro- 5395-50-6  226-408-0 C
imidazo[4,5-d]imidazol-2,5-dion

4-Chloro-3-methylphenol 59-50-7 200-431-6 C
(benzyloxy)methanol 14548-60-8  238-588-8 C

Jednotlivé pripravky lze rozdélit do téchto skupin:
Skupina A

[sothiazolinové derivaty jsou sSirokopasmové velmi uc¢inné biocidni latky, které
jsou Siroce vyuzivany v oblasti Teznych kapalin. Hlavni zastoupeni maji 1,2-
benzoisothiazol-3(2H)-on a smés: 5-chloro-2-methyl-3(2H)-isothiazolin-3-one (EC:
247-500-7) a 2-methyl-2H-isothiazol-3-one (EC: 220-239-6) (3:1). Oba derivéity se
pouzivaji pro naslednou antimikrobialni ipravu. Derivaty maji problém v tom, ze
vytvari silné dermatdzy, obzvlasté ve vyssich koncentracich. Latky jsou také v pro-
sttedi feznych kapalin omezené stabilni. V poslednich letech je silny tlak tento typ
derivatt vyloucit z aplikaci, kde mohou prijit do pfimého kontaktu s lidskou kuzi.

Skupina B
Derivaty, které obsahuji v molekule halogen. Velmi tc¢inné derivaty, které maji do
znacné miry i dezinfekéni ucinky. Jejich stabilita pri pH vyssim nez 8,0 je nizka
a dochazi k jejich rychlé degradaci. Obecné je velky tlak na omezeni pouzivani
vsech halogenovanych organickych sloucenin. V pripadé feznych kapalin se tyto po
doslouzeni vypousti do kanalizace.

Skupina C
Méné souroda skupina latek zalozena na fenolech, aldehydech, stiibru, kvarternich
amoniovych solich atd. Z hlediska bezpecnosti nejméné ohrozena skupina biocidii,
nicméné prinasi problémy v podobé nizsi Gc¢innosti. Latky nejsou sirokopasmové
a v uzavienych okruzich dochézi k castému vyskytu rezistentnich kment, jejichz
odstranéni je velmi komplikované — casto je tfeba pouzit latky ze skupiny B.
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Skupina D

Skupina latek tzv. formaldehydovych donort. Tyto latky samy o sobé vykazuji velmi
nizkou biocidni t¢innost. Jejich funkéni vlastnosti jsou postaveny na jejich schop-
nosti uvolnovat formaldehyd jako velmi t¢inny biocid. Koncentrace formaldehydu
ve smési je vSak legislativné omezena a tato skupina latek musi byt pouzivana ve
smési s jinymi biocidy. Velmi obliben4 je smés 5-chloro-2-methyl-3(2H)-isothiazolin-
3-one (EC: 247-500-7) a 2-methyl-2H-isothiazol-3-one (EC: 220-239-6) (3:1), kterou
uvolnujici se formaldehyd do znac¢né miry stabilizuje.

V souvislosti s legislativnim tlakem a snahou zvysit G¢innost biocidnich pripravki se
stale vice pouzivaji smési biocidnich latek bez ohledu na to, z jaké skupiny pochazeji. Jed-
notlivi vyrobci takto dociluji synergickych uc¢inkt a soucasné snizeni davkovani biocidnich
latek z kritickych skupin. Ani pouziti fotoaktivnich ftalocyaninovych derivatt nezamezi
nutnosti pouzivat konzervanty pro koncentraty reznych kapalin, aby nedochézelo k jejich
mikrobidlnimu napadeni jesté pred jejich natfedénim do aplikac¢nich emulzi.

Na Katedfe technologii a méfeni FEL ZCU probiha v sou¢asné dobé projekt, ktery se
problematikou Setrné inhibice mikroorganismu zabyva. Projekt nese oznaceni Technolo-
gicky systém pro fotodynamickou inaktivaci mikroogasnismi (CZ.1.05/3.1.00/14.0297) a
byl poskytnut z Operacniho programu Vyzkum a vyvoj pro inovace (OPVaVpl) Minister-
stva Skolstvi, mladeze a télovychovy (MSMT).

Ukolem technického Teeni projektu je vytvofeni takového systému pro likvidaci ne-
zadoucich mikroorganismti v feznych a chladicich kapalinach, ktery zajisti dlouhodobé
ucinnou likvidaci mikroorganismti bez rizika vzniku rezistence, bez toxicity a bez neza-
doucich vedlejsich uc¢inkt a alergickych reakci u obsluhy zarizeni. Inovace navrhovaného
reseni spociva v antimikrobialnich ucincich reaktivnich forem kysliku produkovanych po-
moci fotosenzibilizatorti na bazi derivatii ftalocyaninu. Tento zptisob feSeni antimikro-
bialni ochrany je v oblasti pramyslovych aplikaci zcela novy a odstranuje nedostatky a
rizika dosud pouzivanych systémi s biocidy.

Hlavnimi prinosy pro uzivatele navrhovanych systému ochrany feznych kapalin jsou:
(a) provoz zarizeni bez biocidnich pfipravkd, (b) minimalizace negativnich vlivi na zdravi
obsluhy zafizeni, (c¢) eliminace toxikologického rizika, (d) splnéni nejpiisnéjsich bezpec-
nostnich predpist, (e) materidlové uspory, (f) minimalizace negativnich vlivii na zivotni
prostiedi (tzn. eliminace biocidui v odpadnich vodéch a pudé, eliminace ekologického rizika,
pti filtraci, ¢isténi a likvidaci feznych kapalin).

Nutno podotknout, ze cely systém je natolik unikatni a novy, ze je tieba jej legisla-
tivné chranit. Z tohoto divodu byl na systém fotodynamické inaktivace mikroorganismi
v procesnich kapalindch vypsan wuZitny vzor, jehoz cela dokumentace je soucasti prilohy
B.

8.1.2 Urcéeni mikrobialni kontaminace

Pro urceni mikrobialni kontaminace v procesnich kapalinach bylo nutné vybrat vhodnou
screeningovou metodu. Z hlediska jednoduchosti, rychlosti a ceny byly zvoleny univerzalni
kultivaéni lopatkové testery (angl. Dip Slide). Jedné se o plastovou desticku s definova-
nymi rozmeéry, na které je vyrobcem nanesena kultivacni ptida. Desticka je umisténa ve
sterilni nddobé. Odbér vzorku spociva v otisku vzorku na povrch desticky nebo primym
ponorenim lopatkového testeru do zkoumané kapaliny. Po odbéru se nosic¢ zpét uzavie do
kryci nadobky, ve které mize byt bezpecné transportovan v nezménéném stavu. Testery se
po urcitou dobu, danou typem testeru, kultivuji ve tmé pfi definovanych teplotéch (20 °C,

75



8 APLIKACE

22 °C, 25 °C, 36 °C). Nésledné se plocha testeru s narostlymi koloniemi porovna s ilu-
stracnimi tabulkami dodavanymi vyrobcem testeru. Mnozstvi mikrobialni kontaminace
se stanovuje v jednotkach KTJ — kolonie tvorici jednotka (angl. CFU — Colony Formy
Unit). Typu lopatkovych testeru existuje celd fada, lisi se od sebe pouzitym média na
nosi¢i (pro selektivni detekci napf. enterobakterii, koliformnich bakterii, kvasinek nebo
plisni). Desticka testeru obsahuje dvé strany (rub a lic), které nejcastéji slouzi pro zachyt
dvou specifickych skupin organismi (napf. na jedné plose se detekuji aerobni bakterie a
na druhé plose plisné a kvasinky).
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Obr. 8.1: Lopatkovy tester Cult-Dip Combi (Merck) s ilustra¢nimi trovnémi kultivace.
Udévané hodnoty jsou v jednotkdch KTJ/1 ml.

8.1.3 Fotoreaktor pro laboratorni testy
1. generace

Pro prvotni ovéreni inhibice mikroorganismu byl navrzen a zkonstruovan jednoduchy zdroj
s jednou LED umoznujici osvit ve standardni chemické kadince s vnitinim primeérem 4 cm,
na kterém byl proveden test inhibice bakterii Escherichia coli ve vztahu k procesnim
kapalinam.

(@) (b)

Obr. 8.2: Laboratorni fotoreaktor 1. generace. (a) Detail umisténi LED; (b) Aktivni
fotoreaktor s Tidici jednotkou.

Do 100 ml k&ddinky obalené odrazivym materialem bylo predlozeno 20 ml kontamino-
vané procesni kapaliny. Kontaminovana kapalina byla ozafovana svételnym zdrojem po
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dobu 40 minut a v minutovych intervalech byly odebirany vzorky k mikrobidlnimu testo-
vani. Spolecné s timto experimentem probihal také tzv. slepy test bez osvitu pro eliminaci
chybného vyhodnoceni.

2000
" e Osvit
--=-- Bez osvitu
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E
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Obr. 8.3: Mikrobidlni inhibice Escherichia coli pomoci laboratorniho fotoreaktoru 1. ge-
nerace. 100 ml Escherichia coli 10° KTJ/ml + 100 pl 10% roztok AIOHFTC.

Zavér Vysledek experimentu ukézal, ze po 30 minutéch osvitu ve fotoreaktoru nebyly
jiz bakterie FEscherichia coli pritomny.

2. generace

Aby bylo mozné vice se priblizit redlnym priamyslovym podminkam, bylo nutné provést
laboratorni testy ve vétsim meéritku. Byl navrzen trubkovy laboratorni fotoreaktor 2. gene-
race, ktery obsahuje celkem 9 elektroluminiscenc¢nich diod o celkovém vyzareném vykonu
5900 mW. Diody jsou po trojicich umistény ve specialnich hlinikovych prstencich umoz-
nujici pasivni chlazeni (obr. 8.4 (b)). V reaktoru byl uskute¢nén laboratorni experiment,
pri kterém se ovérovala nejnizsi mozné koncentrace fotosenzibilizatoru:

e Objem fotoreaktoru — 250 ml.
« Vykon ¢erpadla — 140 ml/min, 230 ml/min.

o Procesni kapalina — objem 350 ml, 5% koncentrat, kontaminace kapaliny stanovena
na 10° KTJ/ml.

o Pouzité koncentraty reznych kapalin

— SEMIX FA 4080LC (semisynteticky - obsah vody 58 %)
— EMULKAT UNI 101P (univerzalni mikroemulze bez vody)

» Koncentrace fotosenzibilizatoru — 0,5 %; 0,25 %; 0,125 %; 0,05 %; 0,025 %; 0,01 %;
0,005 %.
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» Testovaci podminky — 230 ml/min pritok, doba svételné expozice 24 hodin.

Zavér Dostacujici koncentrace fotosenzibilizatoru pro potlaceni mikrobidlni kontami-
nace z 10° KTJ/ml o ¢tyti fddy byla stanovena na 0,01 %.

Obr. 8.4: Laboratorni fotoreaktor 2. generace. (a) Usporadani prstenci, (b) Detail umis-
téni LED, (c) Aktivni fotoreaktor s obéhem procesni kapaliny, (d) Mikrobidlni
testy.

8.1.4 Fotoreaktor pro priamyslové aplikace

Kapitola se zabyva navrhem a konecnou realizaci priamyslového fotoreaktoru s ovérenim
funkce béhem nékolikatydennich experimentti fotodynamické inhibice.

a) Geometrie aktivniho prostoru

Nejdilezitejsi casti fotoreaktoru je jeho aktivni prostor — misto, kudy bude protékat pro-
cesni kapalina s danou rychlosti pti daném tlaku, a kde bude dochézet k fotoexcitaci
v kapaliné rozpusténého fotosenzibilizatoru prostrednictvim svételného zdroje. Byly na-
vrzeny tii geometrie aktivniho kanalu, které jsou zobrazeny na obr. 8.5. U vSech navrze-
nych geometrii byl aktivni prostor navrzen tak, aby jeho priifez byl totozny s primérem
vstupniho/vystupniho otvoru.

Typ (a) ma aktivni prostor proveden jako kanédl v podobé meandru zajistujici lami-
narni proudéni procesni kapaliny bez vzniku vireni, které by zpusobilo tlakové ztraty
v prostoru fotoreaktoru. Aktivni prostor u typu (b) je navrzen jako tzka Stérbina. Geo-
metrie tohoto tvaru je velmi vyhodna v pripadé pouziti nedostatecné opticky propustné
procesni kapaliny, nebot s tloustkou vrstvy se snizuje hloubka vniku zareni do kapaliny.
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Z hlediska maximalniho promichéni procesni kapaliny byl navrzen typ (c), ktery obsahuje
rizné vysoké prepazky umoznujici promichavani kapaliny jak v horizontalnim tak i ve
vertikalnim sméru.

Obr. 8.5: Navrzené geometrie aktivniho kanalu. (a) Meandr; (b) Stérbina; (c) Piepazky.

b) Simulace proudéni kapaliny

7, pohledu slozitosti vyrobnich operaci v prototypovém mnozstvi byla pro navrh pri-
myslového fotoreaktoru zvolena geometrie aktivniho prostoru ve tvaru meandru (obr. 8.5
(a)). Simulace proudéni kapaliny byla realizovana ve spolupraci s Katedrou energetickych
stroji a zaifzeni FST ZCU. Cilem simulace je numericky vipocet tlakovych a teplotnich
ztrat ve fotoreaktoru a stanovit charakter a rychlost proudéni ve fotoreaktoru.

Turbulence a jeji vznik jsou jevy, které je velmi komplikované predpovédét. V minu-
losti proto vzniklo nékolik metod, jak turbulenci, jeji vznik a vlastnosti fesit. Hovorime
o tzv. turbulentnich modelech. Turbulentni model predstavuje soustavu rovnic zalozenou
na metodé koneénych prvkia (FEM - Finite Elements Method). K nejznaméjsim dvourov-
nicovym turbulentnim modeltim z nadfazené skupiny RANS! patif standardni model k- ¢
a model k-w. Turbulentni model k- ¢ se vyznacuje jednoduchosti a dostatecnou ptresnosti
uprostied Tfesené geometrie, model k-w je stabilnéjsi a presnéjsi v blizkosti stén. Pro Te-
seni vypoctu prutokové ¢asti fotoreaktoru byl vyuzit velmi presny turbulentni model SST
(Shear Stress Transport) kombinujici vyhody obou modeli k-¢ a k- w.

Simulace byla provedena v programu ANSYS s modulem CFX a FLUENT predsta-
vujici $picku v oblasti dynamiky tekutin. Po ,vysitovani* priutocné ¢dsti (obr. 8.6) byl

!Turbulentni modely vychézejici z Reynoldsova priimérovani Navier-Stokesovych rovnic.
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Obr. 8.6: Sit prutokové casti a detail stény.

stanoven celkovy pocet elementii na 1676 603. Jako kapalina byla uvazovana voda v te-
kutém stavu. Vypocet probéhl pro t¥i pritokova mnozstvi: 5, 15 a 40 1/min~!. Hodnoty
vychazeji z charakteristiky cerpadla, které bude pouzito pro obéh kapaliny skrze fotore-
aktor v nezavislém okruhu.

Obr. 8.7: Rezy meandrem.

Tab. 8.2: Simulace proudéni — vypoctené hodnoty.

Prutokové mnozstvi

Parametr 51/min™'  151/min~! 40 1/min™!
Tlak vstup (Pa) 3.72x10°  284x10°  4,85x10°
Tlak v§stup (Pa) 3,72x10°  2.83x10°  4,49x10*
Tlakova ztrata (Pa) 6,00x 10! 5,39x10%  3,60x10?

Rychlost proudéni vstup (m.s™!) 1,18x107Y  3,48x10%  9,06x103
Rychlost proudéni vystup (m.s™*)  1,39x107! 4,3x10% 1,05x103

Teplota vstup (K) 3,03x 102 3,03x10%2  3,03x10?
Teplota vystup (K) 3,03x10? 3,03x10%  3,03x102
Teplotn{ ztrita (K) —2,44x107  711x107%  3,05x107°

Zavér Provedené simulace ukazaly, ze uvnitt fotoreaktoru nedochézi k turbulentnimu
proudéni a nevznikaji znatelné tlakové ani teplotni ztraty.
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Obr. 8.8: Vysledky simulace proudéni kapaliny v 50% fezu meandru pro pritok
15 L. min~!. V levé &4sti je rychlost proudéni, vpravo rozloZeni tlaku.

c) Konstrukce fotoreaktoru

Fotoreaktor, ktery bude umistén u obrabéciho stroje, musi byt dostatecné robustni a ide-
alné vodotésny. Jako vychozi material pro jednotlivé ¢asti fotoreaktoru byl vybran hlinik.
Fotoreaktor sestéava celkem ze sedmi ¢asti (obr. 8.9): spodni dil s aktivnim prostorem (1),
tésnéni (2), opticky propustna prepazka (3), horni dil (4), deska plosného spoje (5), predni
panel (6) a kryci viko (7).

Spodni dil s aktivnim prostorem Rozméry zakladny reaktoru s aktivnim prostorem
byly v prvni iteraci stanoveny na 100x200 mm. Ukéazalo se, ze z hlediska ocekavanych
velkych tlaki (jednotky bart) v systému dodévky procesni kapaliny bylo zddouci zvétsit
prostor kolem aktivniho meandru pro pevnéjsi uchyceni k hornimu dilu fotoreaktoru.
Vysledné rozmeéry zakladny jsou 130x220 mm. Objem aktivniho prostoru je 330 ml. Vstup
a vystup je opatfen sroubenim s primérem G 1”7, pomoci kterého lze fotoreaktor pripojit
do okruhu procesni kapaliny. Konstrukéni vykres této ¢asti je v priloze A2 (obr. A.4).

Tésnéni a opticky propustna prepazka Tésnéni mezi aktivnim prostorem a hor-
nim dilem bylo zhotoveno presnym vyrazenim dle navrzené tésnici drazky. Jako opticky
propustna prepazka bylo zvoleno tvrzené sklo, které bylo testovano na tlak az 8 bar. Ne-
vyhodou pouzitého skla je nezanedbatelny ttlum prochézejiciho svétla (~ 14 %). Tvrzené
sklo bylo do horniho dilu vlepeno pomoci silikonu.

Horni dil a deska plosného spoje Horni dil slouzi k utésnéni aktivniho prostoru a
zaroven odvadi prebytecné teplo z diod. Ve vrchni ¢asti jsou vyfrézované drazky pro presné
usazeni desky plosného spoje. Konstrukéni vykres této ¢dsti je v piiloze A2 (obr. A.5).

Predni panel a kryci viko V prednim panelu jsou umistény dva vodotésné konektory
(napéjeci a servisni/komunikacni) a dvojice indika¢nich LED. Zelend dioda indikuje pii-
tomnost napajeni, ¢ervena indikuje zapnuté vykonové LED. Pferusovanym svitem cervené
LED diody je indikovan poruchovy stav. Kryci viko slouzi k ochrané desky plosného spoje
pred strikajici vodou a prachem.
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Deska plosného spoje Deska plosného spoje predstavuje nosny prvek pro vykonové
LED. Jako napéjeci napéti fotoreaktoru bylo zvoleno stejnosmérné napéti 24 V. které
je standardné dostupné na svorkovnicich obrabéciho stroje. K napajeni diod byl pouzit
meéni¢ LDD-1000H, ktery pii vstupnim napéti 24 V dokaze napajet a regulovat az 9 LED.
Jelikoz ma byt fotoreaktor plné autonomni a bezpecny pro trvaly provoz v primyslu, je
nutné monitorovat teplotu jednotlivych LED a v ptipadé prekroceni stanovené teploty
snizit jas diod nebo fotoreaktor tplné vypnout. K tomuto tucelu byly zvoleny teplotni
¢idla TMP175 od Texas Instruments, které komunikuji prostfednictvim sériové sbérnice
IIC vyuzivajici pouze dva vodice. Regulaci jasu diod a komunikaci s teplotnimi ¢idly ob-
starava 8bitovy mikrokontrolér Atmel AVR ATmegal68. V navrhu DPS je také zahrnuta
ochrana proti zkratu, proti prepéti a proti prepdlovani. Mikrokontrolér umoznuje posi-
lat data do PC pomoci sériové sbérnice UART. Zaroven je také mozné pomoci tohoto
rozhrani nahravat firmware v mikrokontroléru pomoci programové zaviadéci sekce (bo-
otloader). Servisni/komunikacéni piny jsou z duvodu mozného ruseni opticky oddélené.
Vyrchozi materidl pro DPS byl zvolen oboustranny skloepoxidovy laminét Isola [S410 pro
prostiedi s vysokou teplotou o tloustce 1,5 mm. Vyska médi byla zvolena 35 pm. Na
spodni strané DPS jsou umisténé vykonové LED, okolo kterych byl navrzen definovany
chladici vzor, ktery je v kontaktu s hlinikovym hornim dilem a umoznuje tak pasivni
chlazeni diod. Schéma DPS je obsahem prilohy Al (obr. A.1).

Obr. 8.9: Pramyslovy fotoreaktor — 3D néavrh.
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d) Ovladaci software

Fotoreaktor je vybaven servisnim/komunikaénim rozhranim, pomoci kterého lze pomoci
jednoduchych prikazi (tab. 8.3) zjistit aktudlni stav zafizeni, aktuélni teploty z jednot-
livych teplotnich ¢idel a ménit jas diod. Komunikace probiha prostrednictvim sériové

sbérnice UART.

Tab. 8.3: Navrzené komunikac¢ni prikazy.

Prikaz Dotaz  Odpoveéd

Aktudlni teplota z ¢idla ¢.1 >T1 <T1:40 (40 °C)
Aktuélni nastaveni PWM regulace >PR <PR:50 (50 %)
Nastaveni hodnoty PWM na 70 % >PS:70 <PR:70 (potvrzeni)
Aktualni nastaveni teplotniho limitu >LR <LR:80 (80 °C)
Nastaveni teplotniho limitu na 60 °C  >L3:60 <LR:60 (potvrzeni)
Posli pocet chyb u ¢idla ¢. 3 >E3 <E3:5 (5 chyb)

Navrzeny program v mikrokontroléru monitoruje v redlném case aktualni teploty na
jednotlivych LED a v pripadé prekroceni nastaveného teplotniho limitu snizi jas LED
diod nebo fotoreaktor uplné vypne.

Béhem prvnich testii prototypu zapojeného u obrabéciho stroje bylo potreba monito-
rovat stav fotoreaktoru a teploty jednotlivych LED v zavislosti na denni dobé, aktivité
obrabéciho stroje a béhem obmény procesni kapaliny.
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Obr. 8.10: Ovladaci software fotoreaktoru.

V programovacim jazyku LabView byl navrzen software (obr. 8.10), ktery umoziiuje:
v redlném ¢ase zobrazovat hodnoty z teplotnich ¢idel (1); upozornit uzivatele na prekroc¢eni
nastaveného teplotniho limitu (2); nastavit jas diod a teplotni limit (3); ukldadani hodnot
do csv souboru (4) a na konci pracovniho dne odesle email s pfilozenymi hodnotami a
snimkem obrazovky (5). Hodnoty jsou vykreslovany do piehledného grafu (6), ze kterého
lze okamzité diagnostikovat stav fotoreaktoru.
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e) Parametry fotoreaktoru

Vodéodolny fotoreaktor s meandrem pro prichod procesni kapaliny v primyslovém hlini-
kovém provedeni (obr. 8.11). Parametry fotoreaktoru:

Osvit kapaliny prostrednictvim 9 LED s vlnovou délkou 660 nm (celkovy zarivy tok
5940 mW).

Nezavislé méreni teploty vSech LED s moznosti zaznamu do PC.
Moznost PWM regulace vykonu LED pomoci mikrokontroléru.
Moznost vzdélené spravy fotoreaktoru pres PC.

Odolna hlinikova konstrukce vhodna pro pramyslova prostredi.
Ptipojeni pomoci G 1”7 potrubi.

Napdjeci napéti 24 V stejnosmérné.

Spotieba 23 W.

Ochrana proti prepéti, prepdlovani a zkratu.

Rozméry (VxSxH) 73x130x220 mm.

Objem aktivniho prostoru 330 ml.

Hmotnost 3,5 kg.

Maximalni tlak 8 bar.

-

Obr. 8.11: Fotografie prumyslového fotoreaktoru.
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f) Testovani inhibice mikroorganismu

Pro realné otestovani ucinnosti fotodynamické inhibice mikroorganismt pomoci navrze-
ného pramyslového fotoreaktoru byly provedeny dlouhodobé experimenty, pii kterych
byla pouzita mikroorganismy kontaminovana kapalina z realného obrabéciho stroje v Re-
gionalnim technologickém institutu (RTI) FST ZCU. Bylo sestaveno 5 kompletnich sad
fotoreaktor-cerpadlo s pripojenymi nadobami o objemu 10 litri. Kazdy systém obsahoval
kapalinu o vstupnim mikrobidlnim znecisténi cca 10° KTJ/1 ml. Dlouhodobé bylo otesto-
vano nékolik provoznich rezimu dle vzajemné kombinace koncentrace fotosenzibilizatoru,
doby osvitu a prutoku kapaliny.

Namichani 6. den 13. den 16. den 22.den 29. den 34. den

Obr. 8.12: Dlouhodobé testy fotodynamické inhibice mikroorganismi v fezné emulzi.
Objem kapaliny 10 litrd; prutok 40 1/min; doba osvitu 15 s/60 min;
koncentrace fotosenziblizatoru 20 ppm; pocatecni mikrobidlni znecisténi
10" KTJ/1 ml.

Jednotlivé systémy byly nastaveny tak, aby simulovaly inhibici mikroorganismii v na-
drzi s procesni kapalinou o objemu 2400 1, které jsou v prumyslu bézné dostupné (pri
maximalnim vykonu ¢erpadla 40 1/min trva precerpani této nadrze 60 minut). Pritok fo-
toreaktorem a doba osvitu byly nastaveny tak, aby jednotkovy element kapaliny obdrzel
za 60 minut stejnou energetickou davku (objem kapaliny 10 litra, pratok 40 1/min., doba
osvitu 15 s/60 min.).

Zavér V pripadé systému s koncentraci fotosenzibilizatoru 20 ppm (obr. 8.12) se poda-
filo pocatecni kontaminaci mikroorganismi 107 KTJ/1 ml eliminovat o 5 f4di (na cca
10?2 KTJ/1 ml) za 30 dni.

g) Zapojeni fotoreaktoru k obriabécimu stroji

Fotoreaktor 1ze k obrabécimu stroji pripojit prfimo do stavajiciho ¢erpactho okruhu pro-
cesni kapaliny a nebo do nezavislého okruhu s vlastnim ¢erpadlem. Prvni varianta je nevy-
hodné z pohledu aktivity stroje, nebot pri nec¢innosti stroje nebude dochazet k eliminaci
mikroorganismt. Druhym problémem muze byt provozni tlak, ktery u vétsich obrabé-
cich stroji dosahuje az stovek bar. Na takto vysoky tlak je ndvrh fotoreaktoru znacné
problematicky.

Pro fyzické umisténi fotoreaktoru byl tedy zvolen nezavisly okruh s vlastnim cerpa-
dlem. Schéma okruhu je naznaceno na obr. 8.13. Nasavani procesni kapaliny zac¢ina sacim
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kosem (1) pTes zpétnou klapku (2), nasleduje filtr mechanickych necistot (3), ktery ma vy-
ménné patrony s ruznou turovni filtrace. Regulace pritoku procesni kapaliny pres meandr
fotoreaktoru (5) je fesena prostiednictvim kulového kohoutu (4). Cerpéani procesni kapa-
liny zajistuje kompaktni monoblokové ¢erpadlo Pedrollo PKm60 (6), které vraci kapalinu
zpét do zasobniho rezervoaru procesni kapaliny v obrabécim stroji (7).

V soucasné dobé se dokoncuje montaz fotoreaktoru k CNC soustruhu Masturn 50
v Regionalnim technologickém institutu FST ZCU (obr. 8.14).

L

(a) (b)

Obr. 8.14: Umisténi prumyslového fotoreaktoru u obrabéciho stroje. (a) CNC soustruh
Masturn 50; (b) Fotografie redlné montaze.

8.1.5 Parametry fotosenzibilizatoru pro procesni kapaliny
a) Vliv pridavku fotosenzibilizatoru na povrch obrabénych materiala

Z4dna ptidand latka do procesni kapaliny nesmi zptsobovat korozi obrabénych mate-
rialtt ani jejich trvalé obarveni. Rovnéz nesmi zptsobovat korozi vnitinich ¢asti stroje.
Pro ovéreni vlivu fotosenzibilizatoru na povrch obrabénych materidlti byl pripraven mix
fezné emulze EM50-120 smichanim 20 ml koncentratu emulze a 400 ml demineralizované
vody. Smés byla promichéana 5 minut na magnetické michacce pti 650 ot/min. Do vzniklé
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kapaliny bylo pridano 400 ul 10% roztoku AIOHFTC. Jednotlivé vzorky byly do fezné
kapaliny ponoreny po dobu 60 sekund.

E— ocel
T— mosaz

N 2]

T~ med

N nlinik
(a)

Obr. 8.15: Vliv pridavku fotosenzibilizatoru na povrch obrabénych materiali. (a) Pred
vloZzenim do emulze; (b) Po vyjmuti z emulze.

Zavér Po pridani fotosenzibilizatoru do fezné emulze EM50-120 nezanechava emulze na
materidlech zadné trvalé stopy.

b) Stabilita fotosenzibilizatoru

Pro praktické pouziti je nutné zajistit dostatecnou stabilitu fotosenzibilizatoru béhem pro-
vozu. Stabilita fotosenzibilizatoru viici fotodegradaci pri provozu byla ovérena v testovaci
nadrzi o objemu 50 1 pii dévece 0,01 % fotosenzibilizatoru do 5% procesni kapaliny pii
prutoku 5,5 1/min.

0%

=
=
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Obr. 8.16: Testovani stability fotosenzibilizatoru v fezné emulzi. (a) Zavislost absorbance
AIOHFTC na dobé ozafovani; (b) Experiment.

Zavér Nebyl prokazan vyrazny rozpad fotosenzibilizatoru vlivem dlouhodobého konti-
nualniho ozarovani.
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c) Katalogovy list
Aplikaéni forma 10% vodny roztok sodné soli fotoaktivni substance (pH roztoku 9-11).

Déavkovani 1 1 do 1000 1 obrabéci emulze (5-7% emulze ve vodé) nebo 20 ml do 11
koncentratu, ktery je nasledné redén vodou. Prubézné doplnovani do okruhu dle
objemu koncentratu do systému dodaného. Fotosenzibilizator je rozpustny ve vsech
béznych typech obrabécich kapalin. Podminkou je pH vyssi nez 7,5 (pti poklesu pH
dochézi k vylucovani fotosenzibilizatoru z roztoku).

Udinny osvit Viditelné svétlo, optiméln{ ervené svétlo 660-680 nm.

Stabilita Obsah fotosenzibilizatoru je nutno kontrolovat 1x tydné spektrofotometricky:.
Vzorek emulze se natedi presné: 2 ml do 50 ml odmérné banky a méii se absorbance
pri 675 nm. Za zaklad je brana absorbance pti 675 nm u ¢erstvé pripravené emulze.
Pokud klesne absorbance na 80 % vychozi hodnoty, je nutno piidat 20 ml roztoku
fotosenzibilizatoru na 100 litrti emulze.

Antimikrobialni (i¢innost Fotoaktivni princip pusobi Sirokopasmové na vsechny typy
bakterii, kvasinek a plisni. Dlouhodobé méteni prokazalo, ze v daném prostiedi
nedochazi u mikroorganismii béznych v prostredi obrabécich kapalin k vytvareni
rezistenci.

Toxicita Antimikrobidlni funkce systému je zaloZena na principu interakce fotosenzibi-
lizatoru, svétla vhodné vinové délky a vzdusného kysliku. Takto se tvori reaktivni
formy kysliku, které ptisobi antimikrobialné. Samotny fotosenzibilizator nevykazuje
zadné antimikrobialni uc¢inky, nebyly u néj prokazany zadné toxické ucinky na vyssi
organismy, stejné jako u jeho rozkladnych produkti.

Obr. 8.17: Koncentrat AIOHFTC.
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8.2 Rozklad necistot v odpadnich vodach

7 pohledu ochrany zivotniho prostredi je znecisténi odpadnich vod perzistentnimi organic-
kymi latkami velky problém. Hlavnimi zdroji znecisténi jsou predevsim textilni, papiren-
sky a tiskarsky prumysl, kde je pouzivano velké mnozstvi syntetickych barviv. Syntetickéa
barviva jsou z prumyslovych podnika vypousténa do odpadnich vod, kde mohou zptisobit
vazné ekologické skody. Pritomnost téchto barviv ve vodé snizuje prostupnost slunec-
niho svétla pfes vodni hladinu a tim narusuje prirozeny rust vodnich organismii. Nékterd
barviva véetné jejich rozkladnych produktii jsou toxicka a karcinogenni. Predstavuji tak
znacné nebezpedi pro vodni zivocichy, ale také pro lidi, ktefi se znecisténou vodou pri-
jdou do styku. Odpadni vody obsahujici synteticka barviva by proto mély byt adekvatné
oSetfeny pred jejich vypousténim do okolniho prostredi. [50]

Jednou z nepocetnéjsich skupin organickych syntetickych barviv predstavuji azobar-
viva. Molekula azobarviv obsahuje jednu nebo nékolik azoskupin, které poutaji dva i vice
radikalt pomoci azovazby. Azovazba neni pro prirodni latky prilis typickd a je velmi re-
zistentni k biologickému ataku. Z tohoto divodu je dekolorizace azobarviv v odpadnich
vodéach pomoci konvené¢nich ¢isticich technik pomérné malo u¢inna. Prumyslové odpadni
vody vétsinou obsahuji riizné dalsi slouceniny, které tento problém jesté vice komplikuji.
[51, 52]

Proto byla v této oblasti navazana spoluprace s pracovistém COC V Rybitvi, kde byly
provedeny testy fotooxidac¢nich rozkladt azobraviva Oranz I prostrednictvim ftalocyanino-
vych fotosenzibilizatoria. Pro experimenty byl vyuzit dfive navrzeny kruhovy fotoreaktor
(obr. 8.18) s univerzalni fidici jednotkou (kap. 7.3.3).

Rozklad azobarviv probihal velmi rychle a efektivné a indikuje tak znaény potenciél
fotosenzibilizac¢nich reakci jako alternativni metody pro eliminaci organickych latek v od-
padnich vodach. Souhrnna zprava je obsahem prilohy C1.

Obr. 8.18: Rozklad polutantu Oranz I prostfednictvim ftalocyaninovych fotosenzibiliza-
tort v kruhovém fotoreaktoru.
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8.3 Fotodynamicka terapie malignich nadort

Fotodynamicka terapie (z angl. Photodynamic Therapy — PDT) predstavuje novou me-
todu lécby koznich a nadorovych onemocnéni. Jedna se o neinvazivni selektivni fotoche-
moterapii vyuzivajici kombinaci fotodynamicky aktivni latky (fotosenzibilizator?), viditel-
ného svétla a pritomnosti kysliku. Fotosenzibilizator se v ptipadé 1écby malignich nadort
zavadi do krevniho tecisté. Nasledné dochazi k selektivni akumulaci fotosenzibilizatoru
v neoplastickych tkanich. Na retenci fotosenzibilizatorti v tumorech se podili vedle jejich
zvysené afinity k rychle rostoucim tkanim rada faktort, véetné odlisné morfologie a meta-
bolismu tumorti. Tumorova tkan s akumulovanych fotosenzibilizatorem je ozarena svétlem
o vhodné vlnové délce shodné s absorpénim maximem fotosenzibilizatoru. U vnitinich na-
dorti je nutné vést svétlo k tumorové tkdni pomoci optickych vldken (obr. 8.19 (b)). Po
ozareni prenasi excitovany fotosenzibilizator absorbovanou energii na volné rozpustény
kyslik v tkanich za vzniku jeho singletové formy, kterd zptisobuje oxidaci membranovych
lipidt a proteinti (oxidativni atak), coZ se projevuje cytolyzou® a tumordzni destrukei.
Poskozeni tumorovych cév omezuje vyzivovani nadoru. Excitovana forma fotosenzibiliza-
toru miize jinym mechanismem reagovat piimo se substratem za vzniku volnych radikali
substratu. Tyto volné radikaly jsou pak pric¢inou destrukce naddoru. Relativni podil obou
mechanismu na destrukci nadoru zavisi na typu a koncentraci fotosenzibilizatoru, na kon-
centraci kysliku v nddoru a na vazbé mezi fotosenzibilizatorem a substratem. Oba me-
chanismy mohou pfi fotodynamické terapii probihat soucasné (vysvétleni mechanismu je
v kapitole 3.2). Vyslednym terapeutickym efektem je nekréza soucasné s apoptézou? né-
dorovych bunék. Pomérné zastoupeni apoptotické a nekrotické smrti bunék zavisi zejména
na typu nadoru, na koncentraci fotosenzibilizatoru a také na dévce ozareni. Obrovskou
vyhodou této léc¢ebné metody je jeji selektivnost. Oxidativni atak probihd pouze u nadoro-
vych nebo rychle se délicich bunék, které absorbuji fotosenzibilizator rychleji a ve vétsim
mnozstvi nez okolni zdravé bunky. V soucasnosti je fotodynamicka terapie predmétem
studia na fadé Spickovych pracovist ve svété. [2, 9, 54]

(a) (b)

Obr. 8.19: Ukazka svételnych katetr pro PDT. (a) Katetr pro plosny osvit; (b) Valcovy
difUZél"; (C) Balénkovy katetr. |Pfevzato s Gpravami z: www.medlight.com|

2Podrobny popis fotosenzibilizatorti pouzivanych ve fotodynamické terapii v onkologii lze nalézt v li-
teratufe [53].

3Rozpad buiiky.

4Programovand bunéénd smrt.
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V této oblasti byla navdzéna spoluprice s Ustavem biofyziky a informatiky 1. LF
UK, kde se problematikou malignich nadortt podrobné zabyvaji. U¢innost fotodynamické
terapie malignich nadortt ovéfuji na nunu mysich®. Pro potieby osvitu zhoubnych né-
dortt u mysi byl navrzen jednoduchy svételny LED zdroj s jednou diodou LZ1-00R200.
Vzhledem k tomu, Ze nddor mize dosahovat rtiznych velikosti, bylo nutné vyzarovaci své-
telny kuzel vhodné zaostrovat. Proto byla LED zabudovana do hlinikového téla obsahujici
v predni ¢asti posuvnou ¢ocku (obr. 8.20). LED je umisténa na hlinikovém IMS substratu.
Napajeni je feseno pomoci DC-DC ménic¢em s konstantnim proudovym vystupem LDD-
1000H a DC adaptéru 9-24 V.

(a) (b)

Obr. 8.20: Svételny zdroj pro PDT. (a) Hlinikové télo; (b) Pfedni zaostfovaci ¢ocka.

V provedenych pokusech bylo zjisténo, ze prenosny diodovy zdroj spoleéné s ftalocy-
aninovym fotosenzibilizatorem je tuc¢inny pro fotodynamickou terapii malignich nadort.
Ziskané vysledky byly dokonce lepsi nez ty, které byly ziskany pii pouziti xenonové lampy.
Hlavni vyhodou je Setrny zptisob ozafovani tkané bez nezddouciho zahtivani a moznost
snadného a rychlého pfenosu pristroje — rozméry svételného zdroje jsou 34x134 mm.
Souhrnné zprava o provedenych pokusech je umisténa v priloze C2.

5Specialni bezsrsté mysi selektivné slechténé v laboratofich v riiznych kmenech. Vyuzivaji se hojné
k 1é¢bé rakoviny, nebot u holé ktize se drive projevi eventualni anomaélie nez u mysi osrsténych normalné.
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8.4 Eliminace vadnych bilkovin (prionovy protein)

Prionovy protein (z angl. PRoteinaceous Infectious Particles, oznacovan jako PrPC) je
prirozeny protein ze zvirecich bunék. Je pritomen ve vSech savcich bunkéach a je expri-
movan zvlasté v nervovych bunkach a bunkach imunitniho systému. Jeho fyziologicka
funkce je nejasna, zfejmé se podili na synaptickém prenosu a diferenciaci bunék. Tento
protein se muze stat vysoce infekénim — hovorime o vadném prionovém proteinu (PrPSC
nebo PrPTSE). Tato mutovand forma je vysoce odolna vici degrada¢nim procestiim uvnitt
bunky, muze se vazat na dalsi prpC proteiny a vyvolavat i u nich konformac¢ni zménu
na PrPSC. Toxické piisobeni §patné odbouratelného PrPSC a nedostatek fyziologického
PrPC se poté spolupodileji na vzniku prionovych onemocnéni (transmisivni spongiformni
encefalopatie — TSE). Celkem je zndmo 9 hlavnich onemocnéni zpisobenych priony. Nej-
castéjsi chorobou u lidi (85 %) je Creutzfeldt-Jakobova nemoc (CJN). U zvirat je nejzna-
méjsi nemoci bovinni spongiformni encefalopatie — tzv. nemoc silenych krav. Patologické
forma prionového proteinu je rezistentni vii¢i proteasam® a konvenénim dezinfekénim pro-
cestim. Hromadéni agregatii zmutovanych forem prionovych proteinii v centralni nervové
soustavé zpusobuje neurodegenerativni poruchy konéici smrti jedince. [55, 56]

Ackoliv doposud nebyla nalezena uc¢inné terapie, byly nalezeny latky s inhibi¢ni anti-
prionovou aktivitou — ftalocyaniny a jejich derivaty. Ve spolupraci s Prionovou laboratori
Ustavu imunologie a mikrobiologie 1. LF UK bylo prokézéno, ze patologickou formu prio-
nového proteinu lze ic¢inné fotodynamicky inaktivovat ftalocyaninovym fotosenzibilizato-
rem s nami navrzenymi osvitovymi LED jednotkami. Prvni jednotka je verze kruhového
fotoreaktoru (obr. 8.21 (a)), ktery byl podrobné popséan v kapitole 7.3.2. Obsahuje celkem
Sest elektroluminiscencénich diod LZ1-00R200, fizeni osvitu je realizovano opét prostied-
nictvim navrzené ridici jednotky (kap. 7.3.3). Pro realizaci rozséhlejsich experimentt byla
navrzena osvitova jednotka pro osvit prionovych proteinti v mikrotitracnich destickach
96jamkového formatu (obr. 8.21 (b)). Pro osvit jednotlivych jamek byly v tomto pripadé
pouzity elektroluminiscen¢ni diody KingBright W53SRC/E.

Ziskané vysledky experimentu indikuji potencial pro vyuziti fotodynamické inakti-
vace vadnych prionovych proteini ke sterilizaci priony kontaminovanych biologickych a
chirurgickych nastroji. Souhrnna vyzkumna zprava je obsahem prilohy C3.

(b)

Obr. 8.21: Osvitové jednotky pro Prionovou laboratof. (a) Kruhovy fotoreaktor; (b)
96diodovy svételny zdroj.

6Skupina enzym, které zptsobuji degradaci nepotiebnych nebo poskozenych proteinii.
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8.5 Fotodynamicka inaktivace mikroorganismia ve
stomatologii

Zubni kazy, paradentdza, infekce korenovych kanalkt, zanéty okolo implantati nebo ne-
kréza zubni diené (pulpy) jsou bakteridlni infekéni onemocnéni, se kterymi se lze bézné
setkat v oblasti zubniho lékarstvi. Zdkladem oSetfeni téchto onemocnéni je ti¢inné odstra-
néni mikroorganismi, které jsou puvodci zanétu, a zabranéni dal$imu napadeni zdravé
tkané. V soucasné dobé proto velmi vzrostl zajem o fotodynamickou antimikrobidlni tera-
pii (PACT) jako alternativni metodu k chemickym antibakteridlnim latkdm — dezinfek¢-
nim prostfedkim a antibiotikiim, u kterych muze vzniknout nezddouci rezistence. [57]

.....

(2) (b) (©) (d)

Obr. 8.22: Fotodynamicka antimikrobidlni terapie ve stomatologii. (a) Lé¢ba korenového
kandlku; (b) Lécba zubniho kazu; (c) Léc¢ba paradentozy; (d) Lécba zéanétu
okolo zubniho implantatu. |Pievzato s tipravami z: [58]|

V ramci spoluprace s Centrem organické chemie a Fakultni nemocnici v Hradci Kra-
lové byl navrzen systém pro ovéreni uc¢inku fotodynamické antimikrobialni terapie pomoci
ftalocyaninovych fotosenzibilizatort a svételného LED zdroje. Systém obsahuje ¢tyti elek-
troluminiscenc¢ni diody LZ1-00R200 a je koncipovan tak, aby bylo mozné ménit vzdalenost
LED od ozarované plochy (obr. 8.23 (a)). Jako nosny substrat pro elektroluminiscenéni
diody byl zvolen hlinikovy IMS substrat o rozmérech 25x25 mm, ktery je umistén na hli-
nikovém chladici. Pro nastaveni doby osvitu a vykonu LED byla pouzita dfive navrzend
ridici jednotka (detailnéjsi popis viz kap. 7.3.3). Optimélni vzdalenost diod od ozafova-
ného povrchu byla na zdkladé méfeni homogenity (obr. 8.24) stanovena na 3,5 cm. Systém
byl pojmenovan Stomaset.

Fotoinaktivacni efektivita navrzeného systému byla pomoci kmenta Staphylococcus au-
reus, Fscherichia coli, Candida albicans a Trichophyton mentagrophytes porovnana s ko-
mercné dostupnym systémem Fotosan. Na zakladé prezivani poc¢tu mikrobt po ozareni
k po¢tu mikrobtiim v kontrolnich vzorcich (tzv. survival fraction) na skarifikované pra-
se¢i kizi vykazoval nami navrzeny systém Stomaset vétsi Géinnost nez systém Fotosan.
Souhrnnd vyzkumna zprava je obsahem prilohy CA4.

V soucasné dobé se vyvinuty systém Stomaset prizpusobuje pro redlné nasazeni ve
stomatologii.
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(a) (©)

Obr. 8.23: Laboratorni zafizeni Stomaset. (a) Fotografie osvitového systému; (b) Detail
umisténi LED; (c) Navrzend clonka pro méreni homogenity osvitu.
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(a) (b)
Obr. 8.24: Homogenita osvitu. (a) Vzdélenost 2,5 cm; (b) Vzdalenost 3,5 cm.
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Predlozena prace shrnuje klicové poznatky z oblasti fotosenzibiliza¢nich reakci kysliku a
jejich praktickych aplikaci v primyslu, zdravotnictvi a ochrané Zivotniho prostiedi. Prin-
cip téchto reakci je zalozen na ozatreni fotodynamicky aktivni latky (fotosenzibilizatoru),
ktera v excitovaném stavu prenasi absorbovanou energii na pritomny molekularni kyslik za
vzniku jeho vysoce reaktivnich forem zptisobujicich oxidativni destrukci mikroorganismii
nebo rozklad nezaddoucich chemickych latek.

Za védecky prinos této prace je mozné povazovat nalezeni vhodné kombinace orga-
nického fotosenzibilizatoru a svételného LED zdroje pro efektivni generovani reaktivnich
forem kysliku prostrednictvim fotosenzibilizac¢nich reakci a stanoveni optimalniho rezimu
fotoiniciace.

Praktickym pfinosem této prace je navrzeny laboratorni fotoreaktor GSO-1 s univer-
zalni fidici jednotkou, ktery v soucasné dobé vyuziva nékolik védeckych tymi v Ceské
republice ke studiu fotosenzibiliza¢nich reakci z oblasti 1ékarstvi a ochrany vod. Pomoci
tohoto fotoreaktoru lze také pomoci porovnavaci metody rychle stanovit kvantovy vytézek
libovolného fotosenzibilizatoru.

Dalsim vyznamnym piinosem je také vyvinuti unikatniho systému pro fotodynamic-
kou inhibici mikroorganismii v procesnich kapalinach. Systém se sklada z pramyslového
fotoreaktoru s aktivnim prostorem a vodného roztoku fotosenzibilizatoru. Vyuziti fotody-
namicky aktivnich aditiv do procesnich kapalin doposud nebylo nikde ve svété prakticky
pouzito a tato technologie je legislativné chranéna uzitnym vzorem. Jednd se o novou
alternativni metodu Setrné inhibice mikroorganismii v procesnich kapalindch nahrazujici
konvenc¢ni biocidni preparaty. O uvedenou technologii projevily zajem dva komeréni sub-
jekty z oblasti strojirenského primyslu zabyvajici se tvatenim a obrabénim kovi. V sou-
casné dobé probihd testovani systému v realném vyrobnim provozu.

V ramci disertacni prace byly splnény vytycené cile nasledovné:

1) Charakterizace a vybér organického materidlu schopného generovat
reaktivni formy kysliku.
V ramci tzké spoluprace s Centrem organické chemie byla syntetizovana skupina
organickych latek na bazi ftalocyanini a jejich derivatl, kde hlavnim parametrem
byla vyrazna absorpce v oblasti Cerveného svétla spojend s efektivni penetraci
biologické tkané, dale znacna teplotni stabilita, odolnost vici fotodegradaci a nizka
toxicita. VysSe zminéné parametry byly experimentalné ovéreny u nékolika vzorki
ftalocyanini (viz kapitola 7.1). Déle byla diskutovana také agregace ftalocyanint
a jeji potlaceni. Z testovanych materialit dosahovala nejlepsich vysledki sodné stil
sulfonovaného hydroxyhlinitého ftalocyaninu (AIOHFTC).
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2)

3)

Navrh vhodného svételného LED zdroje a optimalizace rezimu fotoinici-
ace.

V réamci tohoto cile byla provedena reserse vykonovych elektroluminiscenc¢nich diod
s maximem emisniho spektra odpovidajicim maximu absorp¢éniho spektra fotosenzi-
bilizatoru, coz predstavuje dilezity parametr z pohledu uc¢innosti fotosenzibilizac¢ni
reakce. Na zakladé emisnich spekter byla pro dalsi testy vybrana dioda LZ1-00R200
od vyrobce LEDEngin, u které se podrobné zmérily a stanovily elektrické i radi-
absorpce fotosenzibilizatorem. Vyse zminéné parametry byly pouzity pro stanoveni
optimalniho rezimu svételné iniciace fotosenzibilizatoru.

Realizace a zhodnoceni osvitovych jednotek pro vybrané aplikace.
Zavery experimentalni ¢asti, potvrzujici schopnost zvoleného organického materidlu
a svételného LED zdroje efektivné generovat reaktivni formy kysliku, byly vyuzity
v nékolika redlnych aplikacich. Organicky fotosenzibilizator a svételny LED zdroj
se staly univerzalnimi zédkladnimi elementy vyuzivajicimi fotodynamického efektu
v oblasti primyslu, zdravotnictvi a ochrany zivotniho prostredi:

a) Fotodynamickd inaktivace mikroorganismi v procesnich kapalinich
V soucasnosti se pouzivaji pro potlaceni mikrobialni kontaminace v proces-
nich kapalinach biocidni preparaty, které predstavuji znacné zdravotni riziko
pro obsluhu a pro zivotni prostredi. Pri pouzivani biocidi také vznika ne-
zadouci rezistence mikroorganismi a je tedy nutné neustale zvysovat davky
biocidnich pripravkili na bazi latek uvolnujicich formaldehyd. Snahou je na-
hradit tyto chemické preparaty Setrnéjsimi latkami. Fotosenzibiliza¢ni reakce
s ftalocyaninovymi derivaty se ukazala byt t¢innou a setrnou metodou inhi-
bice mikroorganismu. V oblasti procesnich kapalin se jednd o naprosto novou
metodu, kterd nikdy predtim nebyla prakticky pouzita. Proto je navrzeny sys-
tém fotodynamické inaktivace mikroorganismii v prostfedi procesnich kapalin
legislativné chranén uzitnym vzorem, jehoz celé znéni je v priloze B. Ucinnost
systému byla potvrzena sérii experimentu (kapitola 8.1.4).

b) Cisténi odpadnich vod

Znecisténi odpadnich vod perzistentnimi organickymi latkami je v soucasnosti
velky problém. Konvencni cistici techniky pro odstranéni téchto latek jsou malo
ucinné. Proto byla v této oblasti navazana spolupréace s pracovistém Centra or-
ganické chemie, kde byly provedeny testy fotooxidac¢nich rozkladid modelového
polutantu Oranz I prostfednictvim ftalocyaninovych fotosenzibilizatora. Uéin-
nost systému komentuje Ing. J. Rakusan, Ph.D. slovy: , Vzhledem k rychlosti
a ucinnosti popsaného fotooxidacniho rozkladu modelového polutantu Oranze
I lze opravnené navrhnout dalsi studium procesu, zamérené na vyvoj prutoc-
ného kontinudlniho fotooxidacniho reaktoru, vhodného k dekontaminaci barev-
nych odpadnich vod. Zavérem je rovnéz vhodné konstatovat, Ze bez spravné na-
vrzeného a zkonstruovaného kruhového, diodového reaktoru by vyse uvedené
vysledky nebylo mozné ziskat.“ Souhrnna zprava je umisténa v priloze C1.

c) Fotodynamicka terapie malignich nadori
Ve fotodynamické terapii je v souc¢asné dobé snaha nahradit pouzivané fotosen-
zibilizatory 1. generace novymi fotoaktivnimi latkami, které eliminuji nevyhody
latek 1. generace. Jedna se zejména o kozni fotosenzitivitu a nutnost pouziti
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d)

kratkovlnného svételného zareni pro excitaci fotosenzibilizatoru, které spatné
pronikd do tkdni. V této oblasti byla navizana spolupréice s Ustavem biofyziky
a informatiky 1. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy, kde se problematikou
malignich nadorti podrobné zabyvaji. Cituji zde zavéry doc. RNDr. P. Pouc-
kové, CSc.: ,V pokuse bylo zjisténo, Ze prenosny diodovy zdroj je ucinny pro
fotodynamickou terapii malignich ndadoriu. Ziskané vysledky byly dokonce lepsi
nez ty, které jsme ziskali pri pouziti renonové lampy. Viyhodou je, Ze se jednd
0 setrnéjsi zpusob ozarovani, protoZe u xenonové lampy se uplatnuje i tepelnyy
ucinek zarent, dale i moznost rychlého prenosu pristroje v laboratorich podle po-
treby. Hlavni vghodou se mizZe stat © moznost jeho zakoupeni obvodnimi lékari
pro rychlé osetreni pacienti.” Souhrnna zprava je umisténa v priloze C2.

Fotodynamicka inaktivace prionovych proteini

V oblasti vadnych bilkovin, tzv. prionovych proteini, se ukazala metoda foto-
dynamické inaktivace jako velmi i¢inna. Cituje zde zavéry Mgr. M. Kostelanské
z Ustavu imunologie a mikrobiologie 1. Lékafské fakulty Univerzity Karlovy,
se kterou byla navazana spoluprace v této oblasti: ,,Doposud ziskané vysledky
indikuji potencidl pro vyuziti fotodynamické inaktivace prpTSE pritomnosti
FTC ke sterilizaci priony kontaminovangch biologickych a chirurgickijch nd-
stroju, které jsou zdrojem iatrogenni CJD. Podari-li se prokdzat vyssi afinita
ftalocyaninu k patologické formé prionového proteinu oproti jinym biomoleku-
lam a biologickym strukturdm, lze také uvaZovat o vyuZiti fotodynamické inak-
tivace k Setrné sterilizaci biologickych tekutin.“ Souhrnna zprava je umisténa
v priloze C3.

Fotodynamicka inaktivace mikroorganismu ve stomatologii

V této oblasti byla prostrednictvim Centra organické chemie navazana spolu-
prace s Fakultni nemocnici v Hradci Kralové, kde byl experimentalné ovéren
antimikrobialni ic¢inek ftalocyaninovych fotosenzibilizatoru ozarenych navrze-
nym systémem Stomaset v porovnani s komercéné dostupnym pristrojem Foto-
san. Dle Ing. J. Cerného, Ph.D. z Centra organické chemie: ,Systém Stomaset
byl ucinnéjsi nez Fotosan; oba ftalocyaniny vykazovaly nejsilnéjsi in vitro efekt
proti kmenum hub C. albicans a T. mentagrophytes, z bakterii byla citlivéjsi E.
coli nez S. aureus.“ Souhrnna zprava je umisténa v priloze C4.
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Primyslovy fotoreaktor

A1l Deska plosného spoje
A2 Vykresy mechanickych c¢asti
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Obr. A.2: Deska plosného spoje.
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Obr. A.3: Rozmisténi soucastek.
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Zarizeni k inaktivaci nezadoucich mikroorganismu svétlem

Oblast techniky

Technické feseni se tyka zafizeni s prato¢nou komorou k inaktivaci

nezadoucich mikroorganismu v kapalinach tvofenych alespon Castecné
vodou a obsahuijici stopy az 0,5% hmotnostnich fotosenzibilizacni latky

iniciované svétlem.

Dosavadni stav techniky

Konvenéni obrabéci kapaliny a emulze obsahuji velké mnozstvi
aditiv. Jedna se predevSim o ruzné inhibitory koroze, odpénovace,
dispergatory, zmékc€ovadla, pasivatory barevnych kovlu nebo pfipravky
pro zvySeni pH. V souCasné dobé se pro ucCely desinfekce a
antimikrobialni ochrany feznych a chladicich kapalin proti tvorbé bakterii,
hub a plisni pouzivaji biocidni pfipravky, nejCastéji baktericidy
s fungicidnimi u€inky. Pramyslové biocidy pouzivané pro ochranu feznych
a chladicich kapalin predstavuji svou toxicitou a spotfebou znacné
zdravotni riziko pro pracovniky, ktefi s témito kapalinami pracuji a silnou
zatéz pro zivotni prostfedi. Biocidni pfipravky se do feznych a chladicich
kapalin standardné pfidavaji v nizSich koncentracich bé&hem
dlouhodobého provozu - jedna se o tak zvané preventivni doplhovani

biocidnich pfipravkd.

Koncentraci mikroorganismi v kapaliné je tfeba béhem provozu
prubézné sledovat a v pfipadé jejich pfemnoZzeni provést dodate¢ny zasah
biocidnim prostfedkem. Cely proces vycisténi kapaliny vedouci ke snizeni
koncentrace mikroorganismi na povolenou mez trva pak v provozu i
nékolik tydnd. Kontinualni preventivni davkovani nizkych koncentraci
biocidll Casto zpUsobuje vznik rezistentni kultury mikroorganisma.
V pfipadé chladicich okruhl, kde se pouZzivaji biocidni preparaty, bylo

mikroskopickymi rozbory zjisténo, Ze vysoké davky biocidu maji mozny
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dopad na morfologické a teratologické utvary u fas. Uvedené skuteCnosti
vedou ke studiu moznosti uplatnéni ekologicky Setrné inhibice

mikroorganismu a rlstu fas.

Cilem technického feSeni je vytvoreni ucinného systému fotodynamické
likvidace nezadoucich mikroorganismu v feznych a chladicich kapalinach,
ktery zajisti dlouhodobé ucinnou likvidaci mikroorganizmi bez rizika
vzniku rezistence, bez toxicity a bez nezadoucich vedlejSich u€inkd a
alergickych reakci u obsluhy zafizeni. Technické feSeni rovnéz pfinasi

oproti stavajicim feSenim znacné materialni uspory.

Podstata technického reSeni

Podstatou technického feSeni je zafizeni s pritoénou komorou k
inaktivaci nezadoucich mikroorganismu v kapalinach tvofenych alespon
CasteCné vodou a obsahujici stopy az 0,5% hmotnostnich
fotosenzibilizaéni latky, kdy prutoéna komora je alespori z Casti
uzpusobena k prostupu svétla.

Vyhodné je, pokud je prutocna komora tvofena meandrem, ktery je
alespon z jedné stany pfistupny plUsobeni svétla, a tvofi aktivni prostor
zafizeni. Tvar kanalkl v meandru je tvofen tak, aby dochazelo k
laminarnimu proudéni kapaliny bez vzniku vifeni a nedochazelo k
tlakovym ztratam v aktivnim prostoru zafizeni.

Pratoéna komora muze byt v misté plsobeni svétla ziuzena
Stérbinou ustavenou napfi¢ plsobeni svétla.

Je rovnéz vyhodné, pokud je prito€na komora tvofena mezisténou
sestavajici z dvojice soustfednych téles, kde alespon vnitfni téleso je
zhotoveno z opticky propustného materialu, ve které je umistén svételny

zdro;j.
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Vyhodné je, pokud je téleso z vnéjSi strany vnéjSiho soustfedného
télesa oplasténo zrcadlovou plochou pro zvySeni svételného ucinku ve

vzdalenosti umoznujici efektivnim ucinek odrazu svétla.

Prehled obrazkl na vykresech

Na obr. 1 je znazornéno pfikladné provedeni feSeni prutoéné
komory se Stérbinou v fezu, na obr. 2 je boCni pohled na toto feSeni. Na
obr. 3 je pohled na feSeni komory s meandrem shora, na obr. 4 je fez A -
A" vychazejici z obr. 3. Na obr. 5 je znazornéno feSeni komory s
prepazkami v pohledu shora, na obr. 6 je fez A - A" vychazejici z obr. 5.
Na obr. 7 je v fezu pohled na komoru mezi soustfednymi télesy, na obr. 8

je podélny fez timto feSenim.

Priklady provedeni technického reseni

Na obr. 1 a obr. 2 je znazornéno zafizeni k inaktivaci nezadoucich
mikroorganismuU svétlem iniciovanou reakci, které je tvofeno télesem T, v
némz je usporadana prutocna komora K. Cast komory K tvori Stérbinu 2.
Proti $térbiné 2 je ustaven svételny zdroj 3. Stérbina 2 je navrzena tak,
aby byl jeji prafez totozny s primérem vstupniho a vystupniho otvoru O.

Na obr. 3 a obr. 4 je znazornéno zafizeni k inaktivaci
nezadoucich mikroorganismu svétlem iniciovanou reakci, které je tvofeno
télesem T, v némz je usporfadana pratocna komora K. Pratoéna komora K
tvofi meandr 1. Proti meandru 1 je ustaven svételny zdroj 3.

Na obr. 5 a obr. 6 je znazornéno zafizeni k inaktivaci nezadoucich
mikroorganismU svétlem iniciovanou reakci, které je tvofeno télesem T, v
némz je usporfadana pruto¢na komora K tvofena prepazkami tvofici
meandr 1. VySka prepazek je v aktivni Casti zafizeni provedena variabilné
vySkové tak, aby dochazelo k maximalnimu promichani kapaliny. Proti

meandru 1 je ustaven sveételny zdroj 3. Télesa T mohou byt ve vSech
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pfikladech opatfena svétlopropustnou deskou. Télesa T jsou ve vSech
pfipadech opatfena alespon jednim vstupnim a vystupnim otvorem O.
Zafizeni k inaktivaci nezadoucich mikroorganismd svétlem
iniciovanou reakci, kde pruto¢na komora K je tvofena mezisténou
sestavajici z dvojice soustfednych téles 4 a 5 je znazornéno na obr. 7av
podélném Fezu na obr. 8. Vnitfni téleso 4 a vnéjsi téleso 5 jsou zhotoveny
z opticky propustného materialu, ve vnitini télese 4 je umistén svételny

zdroj 3. Vnéjsi téleso 5 je z vnéjsSi strany oplasténo zrcadlovou plochou 6.

Primyslova vyuzitelnost

Zafizeni k inaktivaci nezadoucich mikroorganismid svétlem
iniciovanou reakci nachazeji uplatnéni zejména v pracovnich okruzich
vyrobnich stroju nebo v chladirenskych okruzich v energetickém a
chemickém prumyslu, kde je Zadouci regulovat vyskyt mikroorganismd,
které mohou zpUsobovat zdravotni potize uzivatelim nebo napomahat

nebo napomahat mechanickému poskozeni pracovnich okruhu.
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NAROKY NA OCHRANU

. Zafizeni s prutotnou komorou k inaktivaci nezadoucich
mikroorganismu v kapalinach tvorenych alespon ¢aste¢né vodou a
obsahujici stopy az 0,5% hmotnostnich fotosenzibilizaéni latky
iniciované svétlem, vyznacujici se tim, ze prato¢na komora (K) je
alespon z ¢asti uzpusobena k prostupu svétla.

. Zafizeni podle naroku 1, vyznac€ujici se tim, ze prato¢na komora
(K) je tvofena meandrem (1), ktery je alespon z jedné stany
pristupny plasobeni svétla.

. Zafizeni podle narok 1 nebo 2, vyzna€ujici se tim, ze pratocna
komora (K) je v misté pusobeni svétla zuzena S$térbinou (2)
ustavenou napfi¢ pusobeni svétla.

. Zafizeni podle naroku 1, vyznac€ujici se tim, ze prato¢na komora
(K) je tvofena mezisténou sestavajici z dvojice soustfednych téles
(4) a (5), kde alespon vnitfni téleso (4) je zhotoveno z opticky
propustného materialu, ve které je umistén svételny zdroj (3).
zhotovené z opticky propustného materialu a je z vnéjSi strany

oplasténo zrcadlovou plochou (6).
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Priloha C

Vyjadreni spolupracujicich pracovist

C1 Fotooxidacni rozklady Oranze I

C2 Fotodynamicka terapie malignich nadorta

C3 Fotodynamicka inaktivace prionovych proteini
C4 Fotodynamicka dezinfekce ve stomatologii
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Fotooxidacni rozklady modelového polutantu Oranze I, v kruhovém diodovém reaktoru,
ve vodném roztoku, za pritomnosti ftalocyaninovych fotosesitizatori HOAIFTS:z a
ZnFTCS:

Vzdy po 50 ml jednotlivych roztokl, obsahujicich modelovy polutant  Oranz I
v koncentracich mg/l a fotosensitizadtory, sodné¢ soli sulfonovanych ftalocyanint
hydroxyhlinittho (HOAIFTCS2) ¢i zineCnatého (ZnFTCS,,) v koncentracich mg/l, bylo
pipetovano do diodového reaktoru a za laboratorni teploty ozafovano cervenym svétlem 4
diod kruhového reaktoru svétlem vinové délky 660 nm. Interakci svétla uvedené vinové délky
s fotosensitizatory, sodnymi solemi pouzitych ftalocyaninli a v roztocich rozpusténym
vzdusnym, diatomickym kyslikem, dochéazelo k jeho zméné na vysoce reaktivni singletni
kyslik, ktery oxidacné rozkladal modelovy polutant Oranz I

Ve vzorcich ozarovaného roztoku, odebiranych prubézné v intervalech 0.5, 1, 1,5 2, 3 a 4 hod
byl spektrofotometricky stanoven obsah Oranze I a sodné soli sulfonovaného HOAIFTC ¢i
sodné soli sulfonovaného ZnFTC. Podobné byly provedeny kontrolni pokusy rozkladu
Oranze I, bez pfitomnosti fotosensitizatord, sodnych soli sulf. HOAIFTC resp. ZnFTC a
kontrolni pokusy rozkladu samotnych fotosensitizatort, sodnych soli sulf. HOAIFTC, resp.
ZnFTC bez piitomnosti Oranze 1. Stejné pak byly provadény pokusy rozkladu Oranze I za
pritomnosti fotosensitizatorti, sodnych soli sulf. HOAIFTC, ¢i ZnFTC. Vsechny v tabulkach
uvadéné sulfonované HOAIFTC ¢i ZnFTC byly tedy aplikovany ve formé jejich sodnych soli,
které jsou ve vodé dobie rozpustné. Vysledky vSech pokust jsou shrnuty v nésledujicich
tabulkach 1 -9.

Tabulka 1:1129/199 Kontrolni pokus rozkladu Oranze I 15 mg/l, bez FTC

Cas hod. Oranz | Oranz |
abs. abs. %

0 1,269 100

0,5 1,182 93,1

1,0 1,091 86,0

1,5 0,953 75,1

2 0,860 67,8

3 0,698 55,0

4 0,565 44,5

Tabulka 2: 1129/177 Kontrolni pokus bez Oranze I, jen rozklad HOAIFTCS:2 5mg/l
vzorek1009/267 111, sodna sil disulfonovaného HOAIFTC

Cas hod. HOAIFTCS, |HOAIFTCS;
Abs. Abs.%
0 0,622 100
0,5 0.617 99,2
1,0 0,582 93.6
1,5 0,544 87,4
2 0,485 78,0
3 0,411 66,1
4 0,332 53,4
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Tabulka 3: 1129/211 Kontrolni pokus bez Oranze I, jen rozklad ZnFTCS:2 Smg/l vzorek

1129/158 sodna sil disulfonovaného ZnFTC

Cas hod. ZnFTCS; ZnFTCS; A 674/ A605
abs.%

0 0,381 100

0,5 0,090 23,6

1,0 0 0

1,5 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

Tabulka 4: pokus 1129/178 Rozklad OranZe I 15 mg /5 mg HOAIFTCS: vzorek

1009/267 111
FTC : Oranz I= 1 mol : 6,54 mol
Cas hod. Oranz [ Oranz I HOAIFTCS; |HOAIFTCS;
abs. abs. % abs. abs.%

0 0,621 100 0,667 100

0,5 0,218 35,1 0,366 54,9
1,0 0 0 0,318 47,7

1,5 0 0 0,282 42,3

2 0 0 0,249 37,3

3 0,0 0 0,201 30,1

4 0 0 0,147 22,0

Tabulka 5: pokus 1129/179 Rozklad Oranze I 10 mg /5 mg HOAI FTCS: vzorek

1009/267 111
FTC : OranzI= 1 mol : 4,38 mol
Cas hod. Oranz | Oranz I HOAIFTCS, |HOAIFTCS:
abs. abs. % abs. abs.%

0 0,797 100 0,673 100

0,5 0,135 16,9 0.432 62,9
1,0 0 0 0,379 56,3

1,5 0 0 0,354 52,6

2 0 0 0,321 48,0

3 0 0 0,247 36,7

4 0 0 0,152 22,6
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Tabulka 6: pokus1129/180 Rozklad OranZe I 5 mg/5 mg HOAIl FTCS: vzorek

1009/267 111
FTC : OranzI1= 1 mol: 2,18 mol
Cas hod. Oranz I Oranz I HOAIFTCS, |HOAIFTCS:
abs. abs. % abs. abs.%

0 0,400 100 0,713 100

0,5 0 0 0,531 74,5
1,0 0 0 0,506 71,0
1,5 0 0 0,456 64,0

2 0 0 0,412 57,8

3 0 0 0,314 44,0

4 0 0 0,164 23,0

Tabulka 7: pokus1129/208 Rozklad Oranze I 15 mg / 5 mg ZnFTCS: vzorek 1129/158

FTC : OranzI 1 mol : 6,64mol

Cas hod. Oranz I Oranz I ZnFTC ZnFTC
abs. abs. % abs. abs.%

0 1,079 100 0,398 100

0,5 0 0 0,125 31,4

1,0 0 0 0,089 22,4

1,5 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

Tabulka 8: pokus 1129/209 Rozklad OranZe I 15 mg / 2 mg/l ZnFTCS: vzorek 1129/158

FTC :OranzI 1 mol: 17mol
Cas hod. Oranz | Oranz | ZnFTC ZnFTC
abs. abs. % abs. abs.%
0 1,057 100 0 0
0,5 0 0 0 0
1,0 0 0 0 0
1,5 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
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Tabulka 9: pokus 1129/210 Rozklad Oranze I 15 mg / 1 mg/l ZnFTCS: vzorek 1129/158

odhadem ZnFTC(SO3 Na)
FTC : Oranz1 1 mol : 34 mol
Cas hod. Oranz [ Oranz I ZnFTC ZnFTC
abs. abs. % abs. abs. %

0 1.081 100 0 0

0,5 0 0 0 0

1,0 0 0 0 0

1,5 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

Z kontrolnich pokusti uvedenych v tabulkach 1 — 3 je ziejmé, Ze k fotooxida¢nimi rozkladu
Oranze I dochazi také bez ptitomnosti sulfonovanych ftalocyanini. Rozklad Oranze I je vSak
pomaly, za Ctyfi hodiny se rozlozi jen 55.5 % z pivodniho nasazeného mnozstvi (viz tab.1).
Podobné dochazi také k fotooxidaénimu rozkladu samotnych fotosensitizatorti, sodnych soli
sulfonovanych ftalocyanini, bez pfitomnosti Oranze I, pfiCemz rozklad sodné soli
disulfonovaného zine¢natého ftalocyaninu probiha vyrazné rychleji nez rozklad sodné soli
disulfonovaného hydroxyhlinitého ftalocyninu.(srovnej tab. 2 a 3). Vzhledem k tomu, Ze
vedle fotooxida¢niho rozkladu modelového polutantu Oranze I mohou rozkladat také pouzité
fotosensitizatory, sodné soli disulfonovanych hydroxyhlinitych a zine¢natych ftalocyanind,
byl v pokusech uvedenych v tabulkach 4 — 9 sledovan vedle rozkladu modelového polutantu
Oranze I také rozklad pouzitych ftalocyaninovych fotosensitizatorti. Z provedenych pokus je
ziejmé, Ze pii pouziti fotosensitizatoru, sodné soli disulfonovaného hydroxyhlinitého
ftalocyaninu je pokles obsahu Oranze [ zavisly na molarnim poméru pouzitého
fotosensitizatoru. Pfi molarni poméru FTC : Oranzi I 1 : 6,54 je vSechna OranZz rozlozena za 1
hod ( viz tab.4). Pfi molarnim poméru 1 : 2,18 je vSechna Oranz rozloZena za 0,5 hod. (viz
tab. 6). Vyrazné lepSich vysledki bylo dosazeno s fotosensitizatorem, sodnou soli
disulfonovaného zine¢natého ftalocyaninu. Pfi molarnim poméru FTC : Oranzi I 1 : 6,54 je
vSechna Oranz I rozlozena za 0,5 hod (viz tab. 7). Stejné rychlosti rozkladu bylo vSak
dosazeno pii molarnich pomérech FTC : Oranzi I 1 : 17 a dokonce i 1 : 34, (viz tab. 8 — 9) coz
v technické praxi znamend e na 1 m® vody, kontaminované 15 g modelového polutantu
Oranze | (coz je vyrazné oranzove zabarveny roztok) pii fotooxidacnim rozkladu postaci
k aplnému fotooxida¢nimu odbarveni uvedeného roztoku pouze 1 g fotosensitizatoru, sodné
soli disulfonovaného zine¢natého ftalocaninu. Vzhledem k rychlosti a uc¢innosti popsaného
fotooxidac¢niho rozkladu modelového polutantu Oranze I, zejména za pouziti fotosensitizatoru
sodné soli disulfonovaného zine¢natého ftalocyaninu, 1ze opravnéné navrhnout dalsi studium
procesu, zaméfené na vyvoj pruto¢ného kontinudlniho fotooxida¢niho reaktoru, vhodného
k dekontaminaci barevnych odpadnich vod. Zavérem je rovnéz vhodné konstatovat, Ze bez
spravné navrzen¢ho a zkonstruovaného kruhového, diodového reaktoru by vyse uvedené
vysledky nebylo mozné ziskat.

Vypracoval 10.4.15 RakuSan
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Testovani ucinnosti prenosného diodového zdroje pro fotodynamickou terapii
malignich nadord.

1. Cil prace:
Cilem prace bylo, otestovat terapeutickou ucinnost diodového prenosného zdroje pro
fotodynamickou terapii malignich nador(, ve srovnani s bézné pouZivanou xenonovou lampou
(vyrobce: Preciosa a.s.).

2. Material a Metody:
K pokusu byly pouzity athymické nu/nu mysi, samice, télesné hmotnosti 18-20g (stafi cca 6-
8 tydn(), kterym byly na pravy bok subkutdnné aplikovany nadorové bunky lidského
nepigmentovaného melanomu, linie C-32, v po&tu 107 bunék, spole¢né s 0,05 ml Matrigelu.
Celkovy aplikovany objem byl 0,1ml. KdyZ nadory dorostly do velikosti cca 1 x 1 cm, byla
zahdjena terapie.

Pokusna skupina 1:

6 nu/nu mysi s s melanomem C-32, topicky aplikovan hydroxyhlinity ftc -fotosensitizér
v gelu s liposomy

za 10 min. po aplikaci nasledovalo ozareni xenonovou lampou oblasti s nadorem.

Pokusna skupina 2:

6 nu/nu mysi s melanomem C-32, , topicky aplikovan hydroxyhlinity ftc - fotosensitizér v gelu
s liposomy

za 10 min. po aplikaci nasledovalo ozafeni pfenosnym diodovym zdrojem oblasti s nddorem.

Kontrolni skupina:
6 nu/nu mysi — bez aplikace a bez ozareni

Podminky ozafovani: xenonova lampa: vykon 0,97W, doba zareni 8 min., primér kruhu 2,5
cm, hustota energie 95 J/cm?*

Podminky ozafovani: prenosny diodovy zdroj: vykon 0,98W? doba zafeni 8 min., primér
kruhu 2,5 cm, hustota energie 96 J/cm?

3. Vysledky
U obou pokusnych skupin se vyvinuly béhem 48 hodin po fotodynamické terapii nekrézy
v oblasti s nadorem, které se postupné hojily. U kontrolni skupiny nadory pokracovaly

v rlstu.

pocet mysi xenonova lampa prenosny diodovy laser

ve skupiné pocet vylééenych/ celkovy pocet pocet vylééenych/ celkovy pocet
6 3/6 4/6
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Zaveér

V pokuse bylo zjiSténo, ze pfenosny diodovy zdroj je u¢inny pro fotodynamickou terapii
malignich nadord. Ziskané vysledky byly dokonce lepsi nez ty, které jsme ziskali pfi pouZziti
xenonové lampy. Vyhodou je, Ze se jedna o Setrnéjsi zplsob ozarovani, protoze u xenonové
lampy se uplatiiuje i tepelny Ucinek zareni, dale i mozZnost rychlého prenosu pfristroje

v laboratofrich podle potreby. Hlavni vyhodou se mUze stat i moznost jeho zakoupeni

obvodnimi |ékafi pro rychlé osetfeni pacient(.

6.den po PDT, zafeno prenosnym diodovym zdrojem

6. den po PDT, zafeno xenonovou lampou
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12. den po PDT, hojici se nekrdza z okrajli rostouci tumor,

xenonova lampa

V Praze dne 15.6. 2015 doc. RNDr. Pavla Pouckova, CSc
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Pouziti diodovych svitidel pro fotodynamickou inaktivaci prionti pomoci derivatt ftalocyaninu
Mgr. Marie Kostelanskd, Ustav imunologie a mikrobiologie, 1. LF UK Praha
Teoreticka cast

Bunéény prionovy protein (PrPS) je mezidruhové rozéifeny, proteasami $tépitelny
glykoprotein se dvéma oligosacharidovymi retézci, které umoznuji jeho elektroforetickou separaci
podle stupné glykosylace. C-konec proteinu asociuje skrze glykosylfosfatidylinositolovou kotvu s
plasmatickou membranou neurond, na nichZ je primarné exprimovan. V niz$i mife se vyskytuje
v plicich, srdci nebo na bunécnych elementech krevniho teciSté. | pres takovéto zastoupeni

v organismu neni zcela objasnéna jeho funkce, nicméné se uvazuje o jeho vyznamu pfi vzniku

synapsi, ochrané neuron( ¢i bunécéné adhezi.

Patologicka forma prionového proteinu (PrP™t

) se vyznacuje identickou aminokyselinovou
sekvenci jako PrPS, lidi se vak vsekundarni a tercidrni struktufe vy$$im podilem B-listl, a tim
ziskanou rezistenci vici proteasam a konvencnim desinfekénim procesiim. Autokatalyticka konverze
PrP¢ v PrP™* je podstatou propagace prionovych onemocnéni, kterd vedou ke kumulaci agregat
PrP™E v centraini nervové soustavé, v jejimz disledku dochazi k neuorodegenerativnim porucham
koncicich smrti jedince. K prionovym onemocnénim se fadi bovinni spongiformni encefalopatie (BSE)
u skotu, chronické stradani jelenovité zvére (CWD) a u lidské populace Creutzfelt-Jacobova choroba
(CID), ktera se dale déli na variantni CJD — piivodcem je BSE, sporadickd CID — ndhodna konverze PrP¢

v PrP™* ¢ iatrogenni CJID — vneseni infekéniho inokula do organismu pfi krevnich transfuzich &i

nedokonalé sterilizaci chirurgickych nastrojd po operacich pacientt s latentni CJD.

Ackoliv doposud nebyla objevena u¢innd terapie, byly nalezeny latky s inhibi¢ni
antiprionovou aktivitou, k nimz patfti také nami pouzivané ftalocyaniny (FTC) - cyklické tetrapyrolové
slouceniny. Priklad disodné soli difulfonovaného ftalocyaninu hydroxyhlinitého je uveden na (Obr. 1,
A). V Prionové laboratofi Ustavu imunologie a mikrobiologie 1. LF UK bylo poprvé prokazano, ze
patologickou formu prionového proteinu lze uc¢inné fotodynamicky inaktivovat ftalocyaninem, ktery
zde vystupuje jako fotosenzitizér. Zdrojem svétla pfi samotné realizaci experimentu jsou aparatury
osazené diodami emitujicimi svétlo o vinové délce blizké 660 nm (Cervené svétlo), ktera je blizka
absorpénimu maximu molekul FTC (Obr. 1, B) a umozZiiuje tak jejich efektivni excitaci oproti svétlu
bilému. Energeticky bohaté FTC mohou byt zhaseny prenosem energie z excitovaného FTC na
molekuldrni kyslik za vzniku reaktivniho singletového kysliku, ktery se wvyznacuje oxidacné

TSE

destruktivnimi vlastnostmi na své bezprostredni okoli. Specifickd vazba FTC na PrP>" mUZe tedy vést

k odbourani primarné patologické formy prionu.
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Obr. 1. (A) Disodna sul disulfonovaného ftalocyaninu hydroxyhlinitého, symbol Me znaci (HO)AI
(Janouskova et al., 2012). (B) Absorpcni spektrum ftalocyaninu hydroxyhlinitého prezentujici koncentraci 10
pg/ml ve vodném pufru.

Prakticka cast

Experimenty fotodynamické inaktivace priont ftalocyaniny jsou provadény v suspenzi
infekéniho mozkového homogenatu (MH), ktery pochazi od CD1 mysi infikovanych mysim
adaptovanym scrapie kmenem - RML (Rocky Mountain Laboratory). K alikvotim MH je pfidan roztok
FTC s klesajici finalni koncentraci (faktor redéni 10) a vzorky v Eppendorf mikrozkumavkach jsou
nasledné exponovany cervenému svétlu (660 nm) ve svételné aparature (Obr. 2, A, B) po dobu 5 min.
Po solubilizaci zbytk( bunécnych struktur detergenty jsou vzorky inkubovany s proteinasou K (pro
detekci pouze PrP™") a paralelné jsou vedeny vzorky bez pfidavku proteinasy K (detekce PrP™" a

zarovefi PrPC). Kvli vylouéeni vlivu samotného &erveného svétla na odbourdani priont & vlivu FTC bez

expozice svétlu byly do experimentu zahrnuty kontroly - v prvnim pfipadé MH bez FTC exponovany

cervenému svétlu (LCTRL), ve druhém MH s FTC uchovavany ve tmé (DCTRL).

Obr. 2. (A) Svételna aparatura pti fotodynamické inaktivaci priont v mikrozkumavkach. (B) Celkova struktura
aparatury.
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Di-, mono- a ne-glykosylované formy PrP™*/PrP® jsou separovany s vyuZitim SDS-PAGE
(proteinova elektroforéza) a preneseny (technika Western blot) na nitrocelulosovou membranu, na
niz je realizovana imunochemickd detekce PrP™/PrP¢ pomoci protilatek specifickych k prionovému
proteinu. Obr. 3 ilustruje reprezentativni vysledek vySe popsaného experimentu, pfi némz bylo se

vzrastajici koncentraci FTC ve vzorku dosaZzeno vyssi uc¢innosti fotodynamické inaktivace prion(.

A Koncentrace FTC [ug/ml] B Koncentrace FTC [ug/ml]
10{10 1[10710% 0 M 10/10 1| 10" 10% 0
PK+ [+ +[+ + + PKO - - -] - - -
DCTRI LCTRL DTCRL LCTRL C w»
- -“m
- ::: =
-~ -0 -
— 5 -
~40 - —
- 2=
- - . - -y -
B - -— - 15 - -
 — ---

Obr. 3. (A) Prp™t po fotodynamické (660 nm) inaktivaci ftalocyaniny a inkubaci s proteinasou K (PK+). (B) Prp™*
a Prp© po fotodynamické (660 nm) inaktivaci ftalocyaniny bez proteinasy K (PK-). (C) PageRuler Prestained
Protein Ladder. LCTRL — MH bez FTC exponovany ¢ervenému svétlu, DCTRL — MH s FTC uchovavédn ve tmé,
M — standard molekulovych hmotnosti.

Daéle bylo fotodynamickou inaktivaci priont po 5-ti minutové expozici cervenému svétlu (Obr.
3, ¢erveny ramecek) dosazeno pf¥i totoznych findlnich koncentracich FTC (10 ug/ml a 1 ug/ml) vyrazné

vyssi uéinnosti v porovnani se vzorky, které byly vystaveny bilému svétlu o délce osvitu 60 min (Obr.

4, Cerveny ramecek).

Koncentrace FTC [ug/ml]

RML

Obr. 4. PrPTSE/PrPc po fotodynamické inaktivaci ftalocyaniny na bilém svétle a Stépeni proteinasou K (PK +) nebo

bez proteinasy K (PK-). (Janouskova et al., 2012)
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Pro realizaci rozsahlejsich experimentl je fotodynamicka inaktivace prionl provadéna
v jamkach mikrotitracni desticky 96-jamkového formatu (s analogickym biochemickym usporadanim
pokusu jako ve vyse popsanému postupu). Zdrojem Cerveného svétla (660 nm) je vtomto pripadé
aparatura (Obr. 5, A, B), jejiz diodové uspofadani poskytuje osvétleni kazdé jednotlivé jamce

mikrotitraéni desticky. Uspésnost inaktivace priond ftalocyaniny s vyuZitim tohoto zdroje svétla

dokumentuje Obr. 6, A, B.

Obr. 5. (A) 96-diodovy zdroj svétla pti fotodynamické inaktivaci priond v mikrotitracni desticce. (B) Usporadani
diod v aparature.

A Koncentrace FTC [ug/ml] B Koncentrace FTC [ug/ml]
10 10 1 10" 10° O 10 10 1 10'10°0 M
PK + + + + + + PK - - - - - -

c e
130 -~ —
~100 - —
=70 - -
55 - -
- -
=35 -
-8-

-5 - -

-0

Obr. 6. (A) Prp™t po fotodynamické (660 nm) inaktivaci ftalocyaniny a inkubaci s proteinasou K. (B) PrP"* a PrP°

po fotodynamické (660 nm) inaktivaci ftalocyaniny bez proteinasy K. (C) PageRuler Prestained Protein Ladder.
LCTRL — MH bez FTC exponovany ¢ervenému svétlu, DCTRL — MH s FTC uchovavan ve tmé, M — standard
molekulovych hmotnosti.
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Cile

Doposud ziskané vysledky indikuji potencidl pro vyuZiti fotodynamické inaktivace PrP™*

v pfitomnosti FTC ke sterilizaci priony kontaminovanych biologickych a chirurgickych nastrojt, které

jsou zdrojem iatrogenni CJD.

Podatri-li se prokdzat vyssi afinita ftalocyaninl k patologické formé prionového proteinu
oproti jinym biomolekuldm a biologickym strukturdm, lze také uvaZovat o vyuZiti fotodynamické

inaktivace k Setrné sterilizaci biologickych tekutin.

Literatura:

Janouskova, O, Rakusan, J, Karaskova, M & Holada, K 2012 Photodynamic inactivation of prions by
disulfonated hydroxyaluminium phthalocyanine, The Journal of General Virology, 93, 2512-17
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In vitro experimenty

Srovnani zdrojti svétla Fotosan a Stomaset

Pomoci kmenu Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans a
Trichophyton mentagrophytes (nové Trichophyton Arthroderma benhamiae) byla
srovnana in vitro fotoinaktivaéni efektivita systému Fotosan (komercni pfistroj
vyuzivajici diodové svétlo a toluidinovou modf) a porovndvana se systémem
Stomaset (diodové svétlo) u dvou ftalocyanind Pc7 (kéd. €. 1148/94) a Pc9 (kéd. ¢.
1148/95B) v koncentracich 8 a 100 pg/ml.

Ucinek obou ftalocyaninovych fotosenzibilizatord byl hodnocen na zékladé prezivani
poctu mikrob( po ozareni laserem k poctu mikroba v kontrolnich vzorcich (tzv.
survival fraction). Latky byly testovany ve dvou pokusech, soucasti pokusu byly i
kontrolni testy pro zjisténi vlivu samotné Iatky na mikrobialni kulturu bez ozareni a
také pro vyhodnoceni vlivu samotného ozareni bez pfitomnosti testovaného
ftalocyaninu.

Systém Stomaset byl Gcinnéjsi neZ Fotosan; oba ftalocyaniny vykazovaly nejsilnéjsi in
vitro efekt proti kmenlm hub C. albicans a T. mentagrophytes, z bakterii byla citlivéjsi
E. colinez S. aureus (viz Tab. 1).

Tabulka 1. Vyhodnoceni in vitro U€inku* systému Stomaset (ftalocyaniny Pc7 a Pc9) a
Fotosan (toluidinova modf) proti vybranym mikrobialnim kmendm

Stomaset Fotosan
Litka | Testovany kmen 40 Jjcm’ ozafeni deliim intervalem
2 mg/fl 100 mg/1 & mg/l 100 mg/1

Staphylococcus aureus 0,26 0,038 0,54 0,33
Escherichia coli 0,00053 0,058 0,096 0,0061
Candida albicans 0 0,47 0,084 0,65

net T. mentagrophytes IDE 131773 nt 1] nt nt
Trichophyton A. benhamige KU 115 0,002920 nt nt nt
Trichophyton A, benhamioe 5K 3286 0,000798 nt nt nt
St. qureus 0,57 0,026 0,57 0,26
Escherichia coli 0,94 0,020 0,090 0,0055
Candida olbicans 0,78 0,00089 0,094 0,55

Ped T. mentagrophytes IDE 131773 nt nt nt nit
Trichophyton A. benhamige KU 115 0,023358 nt nt nt
Trichophyton A. benhamioe SK 3286 0,058413 nt nt it
Staphylococcus aureus nt 0,32
Escherichia coli nt 0,64

TB**
Candida albicans nt 0,86
Trichophyton A. benhamiae SK 3286 nit nt

* survival fraction; ** TB - toluidinova modf; nt - netestovano
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K ozareni monochromatickym svétlem (660 nm) pfistroje Stomaset byl vyuzit
specialné vyhotoveny nastavec, ktery tvarem (plochou) kopiroval velikost plochy
skarifikované klze a zajistoval konstantni vzdalenost a tim rovhomérné ozareni. Byl
nastaven na hodnotu vykonu 9/10 a ¢as 6,5 minuty, ktery odpovidal celkové davce 40
J/cm2. Konstantni vzdalenost diod od klze 3,5 cm (upraveno posunem sroub().

Jako fotosenzibilizator byl vybran ftalocyanin: Pc7 v koncentraci 8mg/L rozpustény v
destilované vodé a aplikovan v mnozstvi 100uL.
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