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ABSTRAKT

Aminojil spadd do velké skupiny organicky modifikovanych jilovych materiala, které
mohou V praxi najit fadu uplatnéni, zejm. v podob&é matrice, ktera ma schopnost organizace
a stabilizace inkorporovanych latek. Velmi nadéjné je vyuziti aminojilu v medicinskych apli-
kacich, kde je vSak zapotiebi mit moznost vizualizace daného systému a déju. Predlozend prace
se zabyva problematikou vizualizace aminojilu vyuzitim technik fluorescencni spektroskopie.
Bylo zjisténo, ze aminojil vykazuje autofluorescenci, ktera je charakterizovana pomoci
fluorescencni spektroskopie. Autofluorescence aminojilu vSak v praxi neni vyuzitelna kvili jeji
slabé intenzité. Z tohoto divodu byly zkoumany moznosti modifikace vnitini struktury
implementaci europitych iontt, které jsou ve vhodné chelatované podobé schopny fluores-
cence. A modifikace vnéjsi struktury pomoci elektrostatickych interakci s fluorescen¢nimi
sondami. Pfipravené komplexy byly spektralné charakterizovany pomoci spektrofluorimetrie
a fluorescen¢ni mikroskopie za uc¢elem zhodnoceni vyuzitelnosti v praxi.

ABSTRACT

Aminoclay belongs to a large group of organic modified materials based on clays. These
materials could find many potential practical applications and, in particular, may be used as
a matrix with the ability of the organisation and stabilisation of incorporated substances.
The utilisation of aminoclay in the field of medical applications seems highly prospective, but
there is the need to visualise the clay system and the processes within it. This essay deals with
the issue of aminoclay visualisation by means of fluorescent spectroscopy. Through fluorescent
spectroscopy, aminoclay was discovered to be autofluorescent. The autofluorescence
of aminoclay is not usable in practical applications because of the low fluorescence intensity.
This is the reason for the research into other possibilities for modifications of the internal
structure of aminoclay by europium ions. These ions in chelated form are able to be fluorescent
and modifications of the external structure are possible by electrostatic implementation
of fluorescent dyes. Characterisation of the prepared complexes was provided
by spectrofluorimetry and fluorescent microscopy for the purpose of evaluation of the practical
application of aminoclay.
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1 Uvod

Aminojil se fadi do skupiny organicky modifikovanych jilt, které jsou hybridnimi materialy
kombinujicimi vlastnosti anorganickych jilovych materialii a organickych zbytkid navazanych
na anorganické matrici. Pravé volba organickych zbytkl a skupin na nich umisténych ud¢luje
jilim unikatni vlastnosti ladéné piimo na miru pro danou aplikaci. V ptipad¢ krystalického
aminojilu je anorganicka kostra modifikovana 3-aminopropylovymi zbytky, které umoziuji
tvorbu disperznich soustav ve vodném prostfedi a vznik kladného naboje na povrchu, diky
navazani protonu na bazickou aminoskupinu.

Aminojil mad ve vodnich disperznich soustavach podobu malych desticek s kladnym
nabojem na povrchu, coz hraje dilezitou roli pfi sitovani organickych polymert za vzniku
hydrogelt a filma s nanostrukturou, které¢ potom maji lepsi zejm. mechanické vlastnosti. Dale
je mozné vyuziti vodného roztoku aminojilu k cilené distribuci 1é¢iv a k obalovani biomolekul,
napt. DNA ¢i riznych enzymi [1]. V ramci bakalaiské prace [2] bylo zjisténo, Ze je aminojil
schopen interakce s hyaluronanem sodnym za vzniku gelovité srazeniny. Aminojil ma navic
netoxicky charakter a vykazuje mirnou antimikrobialni aktivitu — potlacuje rist mikroorga-
nismi ve svém prostiedi (napf. Escherichia coli, Staphylococcus aureus ¢i Candida albi-
cans) [3]-[6].

Vsechna popsana zjisténi oteviraji moznost vyuziti aminojilu v celé fadé medicinskych apli-
kaci, kde je aminojil schopen vystupovat jako podpiirné latka napoméhajici organizaci bioak-
tivnich molekul a zlepSujici napt. mechanické vlastnosti, rozpustnost, stabilitu aj.

K pochopeni mechanismu popsanych jevii je zadouci vizualizace aminojilu. Velmi
jednoduchou a elegantni metodou vizualizace je vyuziti fluorescencni spektroskopie. Aminojil
sam o sobé& vykazuje fluorescenci, jejiZ intenzita je vSak pro praktické vyuZiti velmi nizk4, proto
je nezbytné zkoumat dals$i metody.

Vizualizaci se jiz zabyvaji rizné vyzkumné tymy, které vyuzivaji obecné tii ptistupy. Prvni
a nejjednodussi moZznosti je navazani fluorescenéni sondy nebo jiné latky ptirozené vykazujici
fluorescenci [7]. Dalsi moznosti vizualizace je interakce aminojilu s lanthanoidy, tézkymi kovy
(napt. Eu®', La*"), které vykazuji luminiscenci, jsou-li v p¥itomnosti vhodného chelata¢niho
¢inidla. Vyhodou tohoto pfistupu je moznost ladéni vinové délky emitovaného zafeni, tj. barvy
ptipraveného komplexu, na zékladé kombinace a poméri pouzitych kovu [8] a [9]. Nejnovejsim
pfistupem je interakce aminojilu s uhlikovymi nanoteckami [10], takové komplexy napomahaji
studiu nddorovych bunék a piiprave systémi, umoziujicich cilenou distribuci 1é¢iv pravé diky
vizualizaci probihajicich déju.



2 Teoreticka c¢ast
2.1 Aminojil

Moznost syntézy organicky modifikovanych jilovych materiali pomoci jednoduché sol-gel
reakce je pfedmétem studii jiz od 90. let minulého stoleti. Tyto hybridni materialy mohou
kombinovat vlastnosti hojné¢ vyuzivanych anorganickych jilti, napt. smektitu, kaolinitu ¢i
bentonitu, které jsou velmi omezené rozpustné ve vode, a organickych skupin, jez mohou byt
voleny dle konkrétnich pozadavki pro zvolenou aplikaci (mohou napt. zvySovat rozpustnost,
umoznovat vysoky stupen samovolné strukturni organizovanosti systému ¢i podporovat

interakci s pozadovanymi strukturami) [1] a [11].

Obecna podoba struktury organicky modifikovanych jilovych materidlti pozistava z kie-
miku vazaného v anorganické koste obsahujici kovové kationty (napt. Mg?*, Ca?*, Zn?*, Mn?*,
Co?*, Ni?*, Cu?*, Ce*, Fe®*" a AI*") v oktahedralnim uspoiadani. Kfemik a charakteristické
organické skupiny vystupujici ze zakladni anorganické struktury jsou do hybridnich materiala
vneseny pomoci organokiemicitant, ty jsou kovalentné spojeny s kovovymi kationty v prabéhu
autokatalyzované sol-gel reakce. Casto vyuzivany jsou uhlovodikové zbytky s aminovymi,
hydroxylovymi, thiolovymi ¢i fenylovymi skupinami [3].

2.1.1 Obecné vlastnosti aminojilu

Je-li pti pripravé organicky modifikovanych jilovych materiald pouzit jako
organokiemicitan 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES), mizeme hovofit o tzv. aminojilech
(AC). Ve struktufe aminojilu mohou byt inkorporovany vSechny jiz uvedené kovové kationty,
nejcastéji se vSak pouzivaji hotecnaté, vapenaté a popf. Zelezité. Nebude-li zminéno jinak, bude
aminojilem myslen aminojil s inkorporovanymi hofe¢natymi ionty (Mg-AC) o funkénim vzorci
[H2N(CH2)3]8SisMgeO16(OH)4, jehoz struktura je patrna na obr. 1 [1].

NH, NH; NH; NH;

NH; NH, NHy NH,

| Q Kyslik
—— ) o O Hyron
Hortik

HoN HoN HoN  HoN \Ogﬁl %)g O/J>UO

dﬂm

HaN NH3 NHZ NHQ

obr. 1: Schematické znazornéni struktury aminojilu [1]



Ptiprava aminojilu probiha jednoduchym sol-gel procesem, kdy je do ethanolového roztoku
hexahydratu chloridu hote¢natého po kapkach ptidavan APTES. APTES nejen, ze umoziuje
zesitovani anorganické matrice, ale vnasi do ni i organické 3-aminopropylové skupiny modifi-
kujici povrch jilového materialu, viz obr. 1. Navic APTES diky své zasadité povaze (hodnota
pH je cca 10,5) pomaha autokatalyzovat reakci vzniku aminojilu [1], [3] a [12]. Byly prove-
deny i experimenty zkoumajici, zda je mozné pomoci zasadité katalyzy hydroxidem sodnym
urychlit dosazeni rovnovazného stavu reakce. Bylo zjisténo, Ze bazicka katalyza sice urychli
dobu potiebnou k dosazeni rovnovazného stavu, ktera bez katalyzy trvala 12 hodin a s kata-
lyzou 6 hodin, avSak snizi vytézek reakce o necelych 40 % [3].

Do struktury vnesené 3-aminopropylové skupiny udé€luji aminojilu unikatni vlastnosti tyka-
jici se organizovanosti v riizné polarnim prostiedi. Ve vod¢ jako v polarnim rozpoustédle do-
chazi k protonaci koncovych aminoskupin a vytvari se ¢ira disperzni soustava, jeji vznik lze
podpofit puisobenim ultrazvuku. Tento vratny proces se nazyva exfoliace. Pfidavek méné po-
larniho rozpoustédla (obvykle se pouziva ethanol) zplsobi deprotonaci a tvorbu vrstevnaté
struktury, tzn. dojde k vysrazeni aminojilu, ktery je poté mozné izolovat odstiedénim. Schema-
ticky je popsany jev znazornén na obr. 2.

Podle stupné exfoliace, ktera mize byt ovlivnéna pisobenim ultrazvuku nebo hodnotou pH
prostiedi, dochazi k naruseni vrstevnaté struktury aminojilu. Vzniklé desti¢ky tvofici ve vod-
ném prostiedi jiz zminénou disperzni soustavu jsou dlouhé 30—150 nm a tlusté piiblizné 2—
4 nm. Vodna disperze ma diky bazickym aminoskupindm hodnotu pH kolem 9,6. Pfi této hod-
noté pH dosahuje zeta potencial az +25 mV [1].
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obr. 2: Schematické znazornéni vratné exfoliace aminojilu [1]
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2.1.2 Vliv aminojilu na Zivé organismy

Pro posouzeni vyuzitelnosti aminojilu v fadé aplika¢nich moznosti (viz dale v kapitole 2.1.3)
je nezbytné zabyvat se také vlivem aminojilu na Zivé organismy. Byl prokazan antibakterialni
ucinek proti gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim, rovnéz proti nékterym houbam a re-



zistentnim kmentim jako jsou Escherichia coli ¢i Staphylococcus aureus. Mechanismus anti-
bakterialniho ucinku spociva v navazani aminojilu pomoci kladné nabitych 3-aminopropy-
lovych skupin na bunécnou sténu mikroorganism, kterd za normalnich podminek nese zaporny
naboj. Aminojil adsorbovany na povrchu buiiky je schopen penetrovat membranou a zpusobit
tak jeji rozruSeni, coz nevyhnutelné vede ke smrti mikroorganismu. Je tedy zfejmé, Ze antibak-
terialni ucinek aminojilu se bude liSit podle struktury a rozmisténi zdporného naboje na bunécéné
membrané mikroorganisma [3]-[5].

Oproti tomu vykazuje aminojil vii¢i buiikdm lidského organismu jen nizkou toxicitu. K pro-
jevu cytotoxicity aminojilu na zkoumané buinky dochazelo az od koncentrace aminojilu
nad 1 000 pg-ml~?, vyjimkou byly kozni fibroblasty, takze toxicky Gi¢inek aminojilu je speci-
ficky podle typu studovanych bunék [6].

2.1.3 Aplikaéni moZnosti aminojilu

Aminojil je diky vSem vySe zminénym vlastnostem piimo ptfedurcen pro celou fadu aplikaci.
Jednou z nich je moznost stabilizace nanocastic kovi (napf. zlata, stiibra, platiny a zeleza),
kter¢ je dale mozné vyuzit jako katalyzatory. Inkorporace nanocastic stiibra do komplext ami-
nojilu 1 s jinymi latkami polymerniho charakteru navic zvySuje jeho antibakteridlni ucinek
[13]-[15]. Moznost poutat tézké kovy vedla i ke studiim, zda je aminojil schopen na sebe vazat
tyto polutanty z pady [16].

Aminojil dale mlze interagovat se zapornym nabojem biomolekul, mize tak obklopit
napft. deoxyribonukleovou kyselinu (DNA), hemoglobin, glukézu oxidazu a oxidovany
myoglobin za vzniku komplexa s vyssi tepelnou stabilitou a lepsi odolnosti viéi prostiedi [12],
[17]-{19]. Aminojil mize s huminovymi kyselinami ve vodném prostiedi tvofit agregaty, které
jsou schopny flokulace, coz bylo studovano z hlediska t&zby fas [20]. Interakce samoziejmé
neni omezena na biomolekuly — aminojil miZe se syntetickymi polymery tvofit komplexy
ve formé hydrogeli, do téchto systémti mohou byt implementovany i jiné biologicky aktivni
latky (napf. 1€ky) [21].

Tvorba systému s obsahem 1é¢iv vedle aminojilu mize byt povaZzovana za samostatnou apli-
ka¢ni moznost. Aminojil mize zvysit jiz diskutovanou rozpustnost pouzitych 1é¢iv a v zavis-
losti na zméné pH prostiedi mize tento systém cilen¢ distribuovat inkorporované biologicky
aktivni latky [22] a [23].

V neposledni fadé mize aminojil interagovat i s molekulami, které vykazuji fluorescenci,
coz je naplni této prace. Aminojil v téchto pfipadech slouzi jako matrice poutajici fluorofory
a zabranujici jejich interakci, kterd by mohla vést ke zhaseni. Piipravené komplexy priméarné
neslouZi k vizualizaci aminojilu, ale byly vyvinuty pro potieby elektronického primyslu na vy-
robu napf. svétlo emitujicich diod (LED) [24]. Vice je tato problematika rozvinuta v kapitole 3.

Jak je patrné ze stru¢ného vyctu aplikacnich moznosti aminojilu, pouziva se tato latka jako
soucast riznych komplexi, kde vSak nevystupuje jako uc¢inna cast, ale jako podplirnd matrice
vylepSujici nckteré vlastnosti praveé aktivnich slozek. Aminojil je napf. schopen zabranit
agregaci navazanych latek, popf. tuto agregaci podpofit a zesitovat polymerni struktury
do formy hydrogeld, aminojil dale mtize zvysit rozpustnost nerozpustnych slou¢enin poutanych
ve vodé, muze rovnéz zvysit stabilitu a odolnost biomolekul a bioaktivnich latek [1] a [12].
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2.2 Luminiscence

Pojmem luminiscence je myslena emise fotond ve formé ultrafialového (UV), viditelného
(VIS) nebo infracerveného (IR) zafeni, které je schopna vysilat latka, jez se nachdzi v nesta-
bilnim elektronové¢ excitovaném stavu. Podle zptisobu dodani energie potiebné k excitaci elek-
tronu rozliSujeme nékolik luminiscenénich dé&ju vyétenych v tab. 1. V nasledujicim textu bude
vénovana pozornost pouze fotoluminiscenci, tj. luminiscenci vyvolané absorpci elektromagne-
tického zafeni hmotou [25] a [26].

tab. 1. Prehled luminiscencnich déji klasifikovanych dle zpiisobu excitace latky [25] a [26]

Luminiscen¢ni jev Zpisob vzniku excitovaného stavu
Fotoluminiscence absorpci zafeni o kratsi vinové délce, nez ma emitované zareni
Radioluminiscence ioniza¢nim zafenim (rentgenové zatent)

Katodoluminiscence | vysokoenergetickym (102-10°% eV) svazkem elektronii

pusobenim elektrického pole a priichodem elektrického proudu

Elektroluminiscence )
latkou

. zahtatim kratkovinného elektromagnetického zateni latky po vy-
Termoluminiscence ] ]
razném ochlazeni

Chemiluminiscence exotermnim chemickym procesem

. - Jjisty typ chemiluminiscence, ktery doprovazi nékteré biochemické
Bioluminiscence

reakce
Triboluminiscence pusobenim tiecich a elektrostatickych sil
Sonoluminiscence pusobenim ultrazvuku

Luminiscenci mohou vykazovat jak organické slouc¢eniny (aromatické uhlovodiky a mole-
kuly obsahujici konjugovany systém dvojnych vazeb), tak i anorganické slouceniny (napft. ionty
lanthanoid®, dopovana skla a krystaly sulfidi nebo selenidi), popf. i organokovové slouceniny
(pf. komplexy ruthenia nebo lanthanoidd). Plivod luminiscence organickych a anorganickych
latek vSak se 1i$i. Nositelem luminiscence organickych latek jsou individudlni molekuly, které
maji definovanou energetickou strukturu velmi ¢asto prezentovanou ve formé Jabtonskiho
diagramu (viz dale v podkapitole 2.2.1). AvSak anorganické latky v pevném stavu, zabyvame-
li se predevs§im polovodici, maji tendenci tvofit klastry a pravidelné struktury krystali ¢itajicich
fadové 10 atomd. Takze v piipadé polovodici nema smysl hovofit 0 individualnich moleku-
lach a definovanych elektronovych stavech, a to z toho diivodu, Ze dochézi k tvorbé zakdzaného
pasu energii [25] a [26].

Luminiscence krystalickych polovodi¢t muze byt bud’ intrinsicka (vlastni), ktera vznika
Vv idealni krystalové mfiiZce, anebo extrinsicka (nevlastni €i pfimésova), jejiz existenci umoziuji
defekty Ci pfimési vV miiZce. Za ptedpokladu, ze luminiscenci zapticinuji pfimeési, je pro né ne-
zbytnd pritomnost miizky, ktera vystupuje jako nosna matrice a jako médium zachycujici a pie-
davajici excitacni energii. Navic mtize miizka svym charakterem a modifikacemi ladit podobu
optickych spekter [26].
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2.2.1 Fotoluminiscence

Pii interakci elektromagnetického zateni s latkou nemusi nutné dojit k jeho absorpci. Zateni
muze byt i rozptyleno; mizeme pozorovat bud’ elasticky (Rayleightiv rozptyl) anebo neelas-
ticky (Ramaniiv rozptyl). Pfi rozptylu nedochdzi k vyméné energie, a proto je rozptyl zatreni
podstatné rychlej$im jevem nez absorpce [25]-[27].

Pii absorpci elektromagnetického zafeni latkou dochazi k excitaci, tedy k prechodu elek-
tronu z molekulového orbitalu v zdkladnim stavu do orbitalu neobsazeného. Dle Bohrovy re-
zonan¢ni podminky miize molekulu excitovat pouze takovy foton, ktery mé dostatecnou energii
k pfeneseni elektronu do neobsazeného orbitalu. V této souvislosti se velmi ¢asto uvazuji dva
typy molekulovych orbitali: nejvyssi obsazeny (HOMO) a nejnizsi neobsazeny molekulovy
orbital (LUMO), oba se vztahuji k zdkladnimu stavu dané molekuly. Prave energeticky rozdil
mezi HOMO a LUMO je nejnizsi mozné kvantum energie, které musi byt pfi excitaci dodano.

Je-1i molekule dodano potiebné kvantum energie, nemusi jesté poiad nutné dojit k absorpci
zateni, musi byt totiz déle jesté splnéna dve¢ zakladni vybérova pravidla.

e Dle pravidla o spinové zakdzanych ptechodech jsou mozné jen ty, které probihaji mezi
stavy se stejnou multiplicitou. To znamena, Ze pfi excitaci elektronu ze zakladniho stavu
nesmi dojit ke zméné jeho spinu, aby bylo zachovano nulové spinové kvantové ¢islo S
a multiplicita M (M = 2S + 1) byla rovna jedné, takovy stav se nazyva jako singletovy,
obvykle znaceny jako So, S1 ¢i Sz pro zakladni singletovy stav, prvni excitovany stav,
resp. druhy excitovany stav. V praxi byva pozorovano (avSak v omezené mife) poruseni
definovaného pravidla; pti excitaci tedy dojde ke zméné spinu a vysledna multiplicita je
poté rovna tiem, takovy stav se nazyva jako tripletovy a je zvykem oznacovat jej pisme-
nem T. Tripletového stavu je mozné dosdhnout mezisystémovym prechodem z S; na Ty,
viz dale.

e Prechod miize byt rovnéz zakazanym z hlediska symetrie systému.

Absorpce fotonu se fidi vedle jiz zminénych pravidel 1 principem nazyvanym jako Franck—
Condontv, jenZ je postaveny na skutecnosti, Ze ptechod elektronu do protivazebného moleku-
lového orbitalu trva fadové 107%° s, coZ je mnohem rychlej$im d&jem nez vibrace celé molekuly
(fadové 1071°-1071%s). Proto prechod elektronu probéhne s nejvétsi pravdépodobnosti bez
zmén pozic jader v molekulach, coz se projevi tzv. svislym prechodem, ten bude tim intenziv-

vvvvvv

Vzhledem Kk nestabilni povaze excitovaného stavu bude tendence systému navratit se
do stavu zakladniho. Deexcita¢nich procesu je celd fada: emise piebyteéné energie ve formé
fluorescence anebo ve formé fosforescence ¢i zpozdéné fluorescence. Fosforescenci a zpoz-
dénou fluorescenci umoznuje mezisystémovy piechod (ISC, z angl. intersystem crossing) spo-
¢ivajici v pfechodu do tripletového stavu. Fluorescence, fosforescence a zpozdéna fluorescence
jsou tzv. zativé prechody. Naopak pii nezativych pfechodech dochazi napt. k vnitini konverzi
(IC, z angl. internal conversion), intramolekularnimu pfenosu naboje, ke zmén¢ konformace,
pfenosu elektronu ¢i protonu anebo k pfenosu energie, dale miize dojit k tvorb&é excimeru
(neboli excitovaného dimeru) nebo exciplexu (neboli excitovaného komplexu) anebo k foto-
chemické transformaci.
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Piehledné grafické zpracovani nejvyznamnéjSich zejm. zativych relaxacnich procest byva
uvadeéno v podobé Jabtonskiho diagramu, viz obr. 3 [25], [27] a [28].

ﬁi— — T
k § N—
— | - —————— ISC =
S, TI%W:—
ABSORPCE FOSFORESCENCE

S

S 2

2 g

3 : — 3

Y ; 3 ;” SO

obr. 3: Jablonskiho diagram, vinitymi Sipkami jsou zndzornény nezdarivé prechody, primymi zdarivé
prechody [25]

Pt1 absorpci je fluorofor obvykle excitovan do vyssi vibraéni hladiny singletového stavu S1
nebo i Sz, obvykle nastava rychla vibrac¢ni relaxace na nejnizsi vibraéni hladinu prvniho exci-
tovaného singletového stavu Si1. Pokud se ptekryvaji vibra¢ni podhladiny prvniho a excitova-
ného a zakladniho stavu, mize vnitini konverze probéhnout az do zdkladniho elektronového
stavu Sp anebo muize dojit k vyzareni fotonu ve formé fluorescence. Emitované zatreni ma vyssi
vlnovou délku (tj. ma niz$i energii) nez zafeni absorbované, ztrata energie nastava vlivem vib-
racnich relaxaci. Obecné jsou si excitacni a emisni spektra vyrazné€ zrcadlové podobna, coz je
dano stejnym charakterem vibra¢nich hladin zdkladniho a excitovaného stavu. Posun mezi
vinovou délkou maxima absorp¢niho a emisniho pasu je znamy jako Stokesuv posun.

V predchozim odstavci jsme uvazovali pouze spinove dovolené piechody, av§ak miize nastat
I situace, kdy se zméni spin v ramci mezisystémového prechodu a vznikne tripletovy stav Ti.
Tripletovy stav mize relaxovat bud’ zafivym piechodem, tj. vyzafenim fotonu procesem zva-
nym fosforescence, ktery je spinové zakazany, anebo mize dojit V ramci mezisystémového pie-
chodu k opakované zméné spinu, a systém muze relaxovat nezativé (formou vnitini konverze)
nebo zafive (formou tzv. zpozdéné fluorescence).

Aby mohla byt pozorovana zpozdéna fluorescence, je tieba prechod z tripletového stavu T
do singletového S1 podpofit bud’ dodanim energie ve formé tepla anebo triplet-triplet anihilaci,
kdy dojde zejm. v koncentrovanych roztocich ke srazce dvou molekul v tripletovém stavu, coz
umozni vznik singletového stavu. Dal§i moznosti je triplet-triplet prechodem, ktery spociva
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v dalsi absorpci fotonu o jiné vinové délce (tento ptechod je spinove dovoleny). Velmi zajimavé
je porovnani charakteristickych ¢asii jednotlivych diskutovanych déju v tab. 2 [25], [27] a [28].

tab. 2: Doby trvaini jednotlivych déjii diskutovanych v Jabfonskiho diagramu [25]

Déj Charakteristicky cas (s)
Absorpce 1075

Vibraéni relaxace 101210718

Doba zivota excitovaného stavu S1 = fluorescence 107101077
Mezisystémovy piechod 10701078
Vnitini konverze 1071-107°

Doba Zivota excitovaného stavu T1 = fosforescence 1061

Kinetické aspekty jednotlivych déjii nesou dillezité informace tykajici se zejm. fluoroforu
a jeho okoli a jejich vzajemného vlivu. Mezi €asto diskutované vlastnosti fluoroforti patii doba
Zivota excitovaného stavu a kvantovy vytézek fluorescence Kvantovym vytézkem je myslen
pocet emitovanych fotond ku poc¢tu fotonti absorbovanych; hodnota kvantového vytézku lezi
Vv rozmezi hodnot 0-1.

Zavedeni pojmu doba Zivota fluorescence je mozné za piedpokladu, ze je deexcitacni proces
latky A povaZovan za monomolekularni reakci, tzn. reakci prvniho fadu dle rovnice:

A" — A+foton )

Reakéni rychlost nebo 1épe feceno rychlost deexcitace miiZzeme definovat jako ubytek kon-
centrace excitované latky [A*] s casem pomoci nasledujici rovnice:

AT k) ) @

kde t znaci Cas, kr a knr je rychlostni konstanta zafivého, resp. nezativého prechodu ze sin-
gletového stavu S1 do zékladniho So. Integraci uvedené rovnice (2) se ziska vztah:

[A*]:[A*]o.exp(_gj, ©

kde [A*]o je koncentrace excitované molekuly v ¢ase t = 0 s a T znaci dobu zivota excitova-
ného stavu. Plati

(4)
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Za prijeti zjednodusujiciho piedpokladu dle rovnice (1), ze pti deexcitaci latky A* nedochazi
Kk nezafivym piechodiim a ptebytecna energie je emitovana ve formé zareni, je mozné definovat
tzv. pfirozenou dobu Zivota excitovaného stavu tn, kde plati:

T, =— )

Dilezité je vSak mit na védomi, ze doba Zivota excitovaného stavu je pouze statistickym
udajem, fluorofory emituji elektromagnetické zaifeni nahodné¢ a diskutovana doba Zivota je
prumérnou hodnotou jednotlivych ¢asovych udajt popsanych distribu¢ni kiivkou [25] a [29].

2.2.2 Fluorescen¢ni spektroskopie

Ulohou fluorescenéni spektroskopie je rozlozeni fluoroforem emitovaného zateni v emisni
spektrum anebo rozlozeni zafeni vedouciho k excitaci fluoroforu v excitacni spektrum. Tato
metoda neklade vysoké naroky na instrumentaci s vyjimkou detektoru. Vzhledem ke slabé
intenzité fluorescence je nutné pouzit extrémné citlivé detektory, napt. fotondsobi¢ ¢i mnohoka-
nalové detektory, kterym je napfi. detektor s nabojové vazanymi obvody (CCD, z angl. charge
coupled device).

Blokové schéma spektrofluorimetru je schematicky znazornéno na obr. 4. Nezbytné soucasti
pfistroje tvofi zdroj zafeni, excitaéni a emisni monochromator, detektor a samoziejmé prostor
pro vloZeni vzorku, cely systém je kontrolovatelny a fiditelny pocitacem, ktery je schopen sbirat
data a vyhodnocovat je [26] a [29].

zdroj zateni [ excitacni vzorek
monochromator
emisni
monochromator
detektor
pocitac

obr. 4: Blokové schéma spektrofluorimetru [29]
Zdroj zareni

Jako zdroj zéfeni se ve vétSin€ spektrofluorimetrii ¢asto pouziva kontinualni vysokotlaka
xenonova vybojka, kterd ma vysokou a relativné konstantni intenzitu zafeni pfi vSech vinovych
délkach uz od cca 250 nm az do 700 nm. Je dulezité mit na paméti, ze v oblasti kolem 450 nm
a nad 800 nm neni intenzita zafeni konstantni, projevuje se zde emise excitovaného xenonu.
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Z toho dtivodu je vhodné provadét korekei namétenych spekter pro odstranéni nezadoucich
signald.

Neni-li tfeba zdroj, ktery emituje zafeni v Sirokém rozmezi vinovych délek, byvaji pfistroje
vybaveny laserovymi diodami, které emituji monochromatické a snadno fokusovatelné zareni.

K dispozici jsou laserové diody o riznych vinovych délkach. Obvykle se tento zdroj zareni
vyuziva pro ¢asoveé rozliSenou spektroskopii [26] a [29].

Monochromatory

Spektrofluorimetr musi obsahovat excita¢ni a emisni monochromator, coz je disperzni pr-
vek, ktery ma za tikol rozlozit zafeni ve spektrum. Stérbinou zafazenou za monochromatorem
se poté propousti pozadovana vinova délka nebo spise uzké spektralni pasmo. Jako samotny
disperzni prvek miize slouzit napt. hranol, mnohem castéji se vSak vyuzivaji konkavni optické
miizky vyrobené holografickymi metodami. Mtizky mohou byt kombinovany v monochroma-
toru vice zpusoby, obvykle se pouziva uspofadani Czerny-Turner.

Pro alespoii ¢astecnou kompenzaci neidealniho chovani monochrométord byvaji zafazeny
do spektrofluorimetrti i barevné filtry. Barevné filtry se dale vyuZzivaji namisto monochroma-
torti ve fluorescenénich mikroskopech. Specifitou fluorescenéni mikroskopie je uspotfadani,
kdy excita¢ni a emisni zafeni prochézi stejnou optickou soustavou, pro jejich oddé€leni se vyu-
ziva dichroickych zrcadel a barevnych filtrii. Excitaéni filtry slouzi k vybéru pozadované
vinové délky ze zdroje zateni. Emisni filtry poté propoustéji vzorkem emitované zateni a 0d-
filtrovavaji excita¢ni zafeni anebo nezadouci fyzikalni jevy, jako je napf. rozptyl [26] a [29].

Detektory

Zateni emitované ve form¢ fluorescence je charakteristické svou slabou intenzitou, z toho
duvodu jsou kladeny vysoké naroky na detek¢éni systémy spektrofluorimetrii. Pouzivané detek-
tory mohou byt bud’ jednokanalové anebo vicekanalové. Mezi typické, ve fluorescencni spek-
troskopii vyuzivané jednokanalové detektory, patii fotondsobi¢, ktery mefi intenzitu dopadayji-
ciho zafreni pomoci vygenerovaného elektrického proudu v jednom prostorovém bodé.

Fotonasobi¢ je vakuovana trubice obsahujici fotokatodu a nékolik dynod. Dopadem fotonu
na fotokatodu dojde k vyrazeni elektronu, ktery postupnym dopadem na jednotlivé dynody ge-
neruje vice elektrontl, jez poté dopadaji na anodu a vznika signal. Intenzita signalu tedy zavisi
na poc¢tu dopadenych fotonti emitovanych vzorkem a na velikosti na detektor privadéného na-
péti. ZvySenim napéti piivadéného na detektor dochazi ke zvySeni poctu elektronli vyrazenych
z dynod.

Vicekanalové detektory typu CCD hojné zatazované do fluorescencnich mikroskopl
a tzv. spektrografii jsou schopné snimat 1 celé spektrum soucasné, ¢imz se znatelné zkrati doba
z4znamu spekter oproti pouziti fotonasobi¢e. CCD obsahuji az 10° pixelfl, kazdy jeden pixel je
schopen akumulovat vygenerovany naboj, ktery je imérny intenzité dopadajiciho zateni.
V libovolném case je mozné ziskat udaje z kazdého pixelu a ziskat tak dvourozmérny vystup
z méfeni [26] a [29].
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2.2.3 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescenéni spektroskopie je jako analyticka technika velmi popularni, jeji obrovské pred-
nosti jsou vysoka citlivost a selektivita. Ne vSechny latky vSak disponuji schopnosti vykazovat
fluorescenci, a proto je nezbytné pro jejich studium pomoci fluorescenéni spektroskopie zvolit
vhodny zptsob vizualizace. Tti obecné V praxi vyuzivané ptistupy jsou nasledujici:

e pomoci reakce analytu s vhodnou latkou ptipravit fluorescenci vykazujici derivat,
e vytvoreni fluorescentniho komplexu,
e najit takovou latku vykazujici fluorescenci, kterou je studovany analyt schopen zhaset.

Latky pouzivané k vizualizaci studovanych analyti se nazyvaji fluorescencni sondy a mo-
hou se na analyt vazat kovalentné i nekovalentné. Nékteré fluorescencni sondy byvaji citlivé
na vlastnosti prostredi (napf. polarita ¢i hodnota pH, rozpoustédlo, ...), coz je dulezité mit
na paméti pii jejich vybéru [25].

Vhodnou fluorescen¢ni sondu je mozné najit podle jejiho charakteru a charakteru znac¢ené
latky (polarita, funk¢ni skupiny, objem molekuly aj.). Podle moznosti vizualizace existuje
nékolik druhti fluorescenénich sond, mezi nejznamé;jsi patii amino-reaktivni fluorofory, fluoro-
fory schopné modifikovat latky obsahujici thiolové skupiny, fluorescencni sondy specificky
interagujici s proteiny, nukleovymi kyselinami, enzymy aj. biologicky aktivnimi latkami.
Neméné zajimavé jsou nepolarni ¢i amfifilni sondy interagujici s bunéénymi membranami, dale
také markery znacici biochemické pochody (funk¢nost iontovych kanalkd, endocytozu ¢i exo-
cytézu) nebo indikatory vépenatych, hotfecnatych ¢i zineCnatych iontli anebo indikatory
pH [30].

Vzhledem k charakteru této prace jsou diskutovany fluorescenéni sondy vhodné pro modi-
fikaci primarnich amin.

Volny elektronovy par na dusiku udéluje primarnim aminiim bazicky charakter a moznost
tvofit amonné ionty. Zpisob tvorby amonnych ionti ve vodném prostiedi je popsan
rovnovaznou reakci uvedenou na obr. 5. Bazické vlastnosti aminoskupiny umoznuji reakce
s kyselinami za vzniku soli, coZ je jednou z moZnosti interakce s fluorescen¢nimi sondami
obsahujicimi kyselé skupiny (tj. karboxylové anebo sulfonové) — povaha této interakce je Cisté
elektrostatické povahy [31].

R—NH, + HO =———= R—NH; + OH
obr. 5: Schéma zndzornujici bazické viastnosti primarniho aminu [31]

Pro kovalentni modifikaci primarnich amini se bézné pouzivaji fluorofory obsahujici
funkéni skupiny isothiokyanat, sukcinimidyl ester, chlorid sulfonové kyseliny anebo aldehyd,
pii modifikaci aminu byva obvykle nezbytné pracovat v pufrech, a to z toho divodu, ze uve-
dené reagenty maji své chovani vyrazn¢ zavislé na hodnoté pH. Schematicky jsou uvedené
modifikace naznaceny na obr. 6.

Reakci primérniho aminu s isothiokyanaty, které jsou mirné reaktivni a stabilni ve vodé
a veétsing rozpoustédel, vznika derivat thiomocoviny. Mezi nejznaméjsi a nejhojnéji pouzivané
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fluorescenéni sondy s isothiokyanoskupinou patii isothiokyanat fluoresceinu (FITC) a isothio-
kyanat tetramethylrhodaminu (TRITC).

Pro modifikaci primarni aminoskupiny jsou vhodné sukcinimidyl estery, které umoziiuji
vznik stabilni amidové vazby. Nékteré sukcinimidyl estery nejsou rozpustné ve vodé a maji
tendenci podléhat hydrolyze nad hodnotou pH cca 9. Pro tvorbu amidové vazby je mozné pouzit
1 karboxylové kyseliny, které vSak musi byt aktivovany, a to bud’ tvorbou sukcinimidyl esteru
anebo halogenidu.

Halogenidy sulfonovych kyselin mohou rovnéz reagovat s primarnimi aminy, dochazi
ke vzniku sulfonamidii. Chloridy sulfonovych kyselin jsou vysoce reaktivni, avSak jsou nesta-
bilni ve vodnim prostiedi zejm. pti vyssich hodnotach pH.

Mezi dal$i amino-reaktivni fluorofory patii ty, které obsahuji karbonylovou skupinu. Reakci
aldehydu nebo ketonu s aminoskupinou dochazi ke vzniku Schiffovy baze, ktera redukci mtze
ptechazet na alkylaminy [30].

S
1 + R’ I
1 R N=C=S R NH - =
2 R'NH™ O NHR
isothiokyandt thiomoCovina
i o 0 HO o
, C O\N / et
1
R Q + Rwm, ———— >—N|\4 + Q
=
o= R' R’ 0=
sukcinimidyl ester amid karboxylové kyseliny
2
3 R'so,cl + RNH, ————> R;SO,-NHR® 4+  HCl
chlorid sulfonové kyseliny amid sulfonové kyseliny

ﬁ 2 1 2 redukce 1 5
‘ HA. F RNH, — > RCH=NR" + H,0 —————— > RCH~NHR
R H

aldehyd Schiffova baze alkylamin

obr. 6. Reakce primdrniho aminu s 1) isothiokyandtem, 2) sukcinimidyl esterem, 3) chloridem sulfo-
nové kyseliny a 4) s aldehydem [30]
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3 Soucasny stav FeSené problematiky

Aminojil a komplexy z n¢j pfipravované maji velmi pestré moznosti vyuziti. Jak jiz bylo
naznac¢eno v uvodni ¢asti, dvé dominantni aplikacni oblasti jsou medicinské aplikace a orga-
nicka elektronika, v obou piipadech slouzi aminojil jako podptrna matrice. Obecné tvorby
funk¢nich systému z aminojilu vyuzivaji jednoduchost protonace jeho aminoskupin ve vodném
prostiedi a nasledné tvorby disperzni soustavy. Moznost tvorby homogenni disperze hraje du-
lezitou roli pfi sitovani organickych polymert za vzniku hydrogelt a filma s definovanou
nanostrukturou anebo pii obklopovani biologicky aktivnich latek, které mohou byt ve spojeni
s aminojilem bud cilen¢ distribuovany anebo chranény ptfed nezadoucimi ataky jinych
molekul [1].

Jak jiz bylo zminéno, aminojil byl pouzit k enkapsulaci hemoglobinu, oxidazy glukdzy nebo
oxidovaného myoglobinu. Vznikaly tak systémy nanocastic s chranénou strukturou a se zlep-
Senou tepelnou stabilitou. Dale mize aminojil diky svému kladnému naboji interagovat i s mo-
lekulami DNA. Miize tedy enkapsulovat plazmidy DNA a diky snadné permeaci bunécnou sté-
nou je vpravit do prostoru buiiky, kde je bude chranit pted ataky endonukledz. Popsané systémy
se nabizi pro vyuziti pii transformaci DNA, které se jinak provadi drastickymi zplisoby posko-
zujicimi bunky [5], [12], [17]-[19].

V ramci bakalarské prace [2] byl popsan vznik gelovité srazeniny interakci aminojilu
S hyaluronanem sodnym. Sodna sil kyseliny hyaluronové se diky svym unikatnim vlastnostem
hojné vyuziva v medicinskych aplikacich [32] a komplex, ktery vznika v piitomnosti aminojilu,
by mohl diky svému gelovitému charakteru najit uplatnéni napft. jako povrchové kryti ran.

Diky protonaci aminoskupin ve vodném prostiedi miiZze aminojil zvysit rozpustnost Spatné
rozpustnych latek, napi. 1éCiv. Byla studovédna interakce aminojilu s telmisartanem (Iékem,
ktery se vyuziva pii 1é¢bé arterialni hypertenze) [23]. Vznikly komplex ziskal lepsi rozpustnost
v zavislosti na pH prosttedi, cozZ umoznilo efektivni uvoliovani u¢inné latky z 1éku pii pri-
chodu gastrointestinalnim traktem.

K bliz§imu pochopeni principii popsanych interakci je zddouci vizualizace aminojilu. Moz-
nostmi vneseni fluoroforti do struktury aminojilu se jiz zabyvaji rizné vyzkumné tymy, které
obecné vyuZzivaji tii pfistupy:

a) zavedeni latky pfirozen¢ vykazujici fluorescenci, at’ uz fluorescencni sondu ¢i jinou or-

ganickou molekulu do struktury aminojilu,

b) interakce aminojilu s molekulami obsahujicimi chelatovany tézky kov,

c) interakce aminojilu s uhlikovymi nanoteckami.

Kazdy pftistup je specificky pro danou aplikaci a nese s sebou vedle vyhod a pfednosti 1 ne-
vyhody; ve vSech pfipadech je umoznéna piiprava rtiznorodych materidlii a systéml piimo
na miru pro dany pozadavek, protoze ptipravené¢ komplexy nemusi vyhradné slouzit k pouhé
vizualizaci [1], [8]-[10] a [24].
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3.1 Interakce aminojilu s organickymi latkami prirozené vykazujicimi
fluorescenci

Young-Chul Lee a kol. [7] se zabyvali zna¢enim aminojilu pomoci fluorescein-5-isothio-
kyanatu (FITC), strukturni vzorec viz obr. 7. Navazani FITC, popularni fluorescenéni sondy
pouzivané ke znaceni aminokyselin a peptida ¢i bilkovin [30], probihalo dvéma pfistupy:

a) FITC byl pouzit k modifikaci APTES a aminojil byl syntetizovan ze zna¢eného prekur-
zoru ptidavkem chloridu hotecnatého,
b) FITC byl navazan na strukturu aminojilu tak, Ze byl pfidan roztok sondy v ethanolu
do vodné disperze aminojilu.
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obr. 7: Schematické zndzorneéni tvorby komplexu FITC-AC [7]

Na zéklad¢ vysledkti z provedenych analyz, zejm. z transmisni elektronové mikroskopie
FITC navazan na APTES a az nasledn¢ se syntetizoval aminojil, doSlo ke tvorbé nepravidelné
nekrystalické struktury. Samoziejmé i pfi druhém zpusobu tvorby komplexu FITC-AC (ami-
nojil s kovalentn¢ navdzanym FITC) doslo ke tvorbé méné pravidelné struktury, nez jakou ma
samotny aminojil. Pfitomnost vzniklé thiomocovinové skupiny prokazovali autofi pomoci
infradervené spektroskopie.

Navéazanim FITC na strukturu aminojilu doslo ke zméné€ doby Zivota fluorescence. Zatimco
FITC v prostredi ethanolu mél jednu dobu zivota, a to 4,58 ns, komplex FITC-AC uz m¢l doby
zivota dvé: 0,72 ns a 2,68 ns. DalSim zajimavym pozorovanym jevem bylo, ze pti dlouhé dobé
ozafeni dochazelo k oslabovani intenzity fluorescence, ta se vSak zregenerovala byl-li vzorek
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ponechén v tmavém prostiedi. Autofi predpokladaji, ze pii ozateni komplexu FITC-AC dochazi
Kk vratné fotoizomeraci.

Fluorescenci vykazujici organické latky vazal na aminojil i K. V. Rao a kol. [24], zde
se vSak autofi primarné nesnazili o vizualizaci aminojilu. Aminojil v pfedlozené studii slouzil
jako matrice poutajici iontové chromofory, mezi kterymi mtze dochazet k pfenosu energie.
Chromofory zde byly koronentetrakarboxylat (CS) s fluorescenci v modré oblasti spektra
a sulforhodamin G (SRG) s fluorescenci ve zluté oblasti spektra, maxima excita¢nich vlnovych
délek uvedenych sloucenin jsou 314 nm, respektive 534 nm, maxima emisnich vinovych délek
jsou poté 435 nm, respektive 560 nm. Interakce mezi aminojilem a organickymi slou¢eninami
byla dle autori Cisté elektrostatické povahy a dochazelo k ni pfi smiseni roztokid ucastnénych
latek.

Spektralni piekryv emise CS a absorpce SRG umoziuje tuto dvojici vyuzit jako donor-
akceptorni par pro pienos energie a vicefunkéni povaha CS dava moznost propojit jednotlivé
desticky aminojilu a podpofit tvorbu kompaktni struktury ve formé hydrogelu schematicky zna-
zornéno na obr. 8. Diky pfenosu energie je mozné ruznymi poméry chromoforu ve struktufe
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obr. 8. Strukturni vzorec koronentetrakarboxylatu (CS) a sulforhodaminu G (SRG) a predpoklidané
schéma systému CS-SRG-AC, ve kterém je naznacen prenos energie (ET) [24]

Z jiz popsaného systému byly pfipravovany transparentni tenké filmy, které rovnéz vykazo-
valy fluorescenci. Film, ktery obsahoval pouze CS, vykazoval stejné jako gel emisi v modré
oblasti spektra. Tim se potvrdila hypotéza, ze aminojil zabraiiuje interakci chromofori a zvy-
Suje kvantovy vytézek fluorescence. Pfidanim 1,0 mol.% SRG (vztazeno k obsahu CS) docha-
zelo k vyraznému zhaseni emise v modré oblasti spektra.
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Systémy popsané K. V. Raoem a jeho tymem mohou najit uplatnéni v mnoha odvétvich.
S gely emitujicimi bilé svétlo je mozné psat na sklo €i jiné flexibilni substraty a k zobrazeni
textu poslouzi komeréné dostupné UV lampy emitujici zafeni o vinové délce 365 nm. Diky
transparentnimu charakteru mize byt komplex aplikovan 1 na lampy a poskytnout tak zariveé
bilé svétlo.

3.2 Hybridni materialy obsahujici aminojil se vélenénymi lanthanoidy

V soucasné dob¢ jsou v organické elektronice velmi Casto vyuzivany lanthanoidy, které maji
uzké emisni pasy, dlouhou dobu zivota a vyrazny Stokestiv posun zavisly na povaze ligandu.
Takové predpoklady jsou nezbytné pro vyrobu svétlo emitujicich diod (LED), luminiscen¢nich
solarnich koncentratord, aktivnich prostiedi lasert ¢i senzord pro biologické aplikace [8].

Skupina T. Wanga [9] za¢lenila do struktury aminojilu lanthanoidy (Tb** a Eu*) pomoci
senzibilizatoru benzen-1,2,4,5-tetrakarboxylatu sodného (BTC), ktery slouzi jako chelata¢ni ¢i-
nidlo. Piiprava byla velmi jednoducha, smisily se roztoky aminojilu a benzen-1,2,4,5-tetrakar-
boxylatu sodného s obsahem lanthanoidu, které se navazaly elektrostaticky. Vznikl hydrogel,
ktery byl po nékolik hodin suSen pii teploté 80 °C a doslo k vytvoteni komplexu AC-BTC, ten
pod UV zafenim vykazoval fluorescenci. Podle vychoziho poméru Tb®" a Eu®* se vzorky lisily
zbarvenim.

VInova délka emitovaného zareni dale zavisela na vinové délce, kterou byl vzorek excitovan.
Zvysenim excitaéni vinové délky az na 325 nm se posunulo emisni spektrum hybridnich mate-
riali k modré oblasti, coz je zpisobeno neefektivnim pienosem energie z ligandu na lanthanité
ionty. Pokud je molarni pomér Eu®": Tb® =1:7, blizi se emise vzorku idedlnimu bilému
svétlu.

Luminiscence vzorkil se ménila i v zavislosti na teploté. Zde vykazoval zajimavé chovani
vzorek s molarnim pomérem opét Eu®": Tb® =1 : 7, ktery vykazoval vynikajici luminiscenci
linedrn€ zavislou na teploté v rozmezi 78-288 K, takovy komplex by mohl byt vyuZit pii vyrobé
samosrovnavaciho luminiscen¢niho teploméru. Velmi zajimavou vlastnosti je rovnéz moznost
pripravit transparentni filmy, které by mohly byt vyuZzity k potiSténi zaoblenych objektivi jako
UV-LED cela.

Jednou ze slibnych struktur vhodnych piedevs§im diky kvantovym vytézktm az 36,5 % nejen
pro vySe popsand uplatnéni jsou komplexy B-diketonatu lanthanitého (LnDC), konkrétné
[Eu(TTA)s(phen)], kde TTA je zkratka pro 2-theonyltrifluoroacetonat. Bohuzel vsak takové
slouceniny nevykazuji fotostabilitu ani termostabilitu.

Velmi ¢asto je mozné problém nestability komplext fesit pouzitim organicko-anorganické
matrice, napf. polymery, iontové kapaliny i zeolity, nicméné& zakomponovani takovych mate-
riald jen navysi cenu findlnich zafizeni. Elegantni feSeni nasla opét skupina T. Wanga [8],
ktera pouzila aminojil jako skafold pro komplexy B-diketonat. Pouzitym lanthanoidem bylo
tentokrat europium ve formé komplexni slouc¢eniny Eu(TTA)3-3H20, ktera byla s aminojilem
nekovalentné spojena (pomoci karboxylatovych skupin) ptes sodnou stl 4’-para-fenylkarbo-
xyl-2,2":6",2""-terpyridinu (dale znaceno jako Na-Carb-Terpy). Schémata znazornujici predpo-
kladanou strukturu a vysledné komplexy jsou uvedena na obr. 9.
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Popsany hybridni material vykazuje dobrou rozpustnost ve vodé, pravé diky protonaci ami-
noskupin aminojilu. Komplex je schopen luminiscence jak ve vodném prostiedi, tak i vV pevné
fazi ve formé prasSku, dochézi k emisi zafivé cerveného svétla po excitaci UV zafenim o vlnové
délce 365 nm (viz obr. 9). Dale doslo ke znatelnému vylepSeni fotostability a termostability
transparentnich a flexibilnich tenkych filmii ptidavkem malého mnozstvi organického ve vodée
rozpustného polymeru polyvinylalkoholu (PVA) do vychozi vodné suspenze.

Na zaklad¢ experimentii byl vhodnym molarnim pomérem aminojil : Terpy shledan pomér
4 : 1. Doba zivota luminiscence takového komplexu byla stanovena na 0,45 ms a kvantovy vy-
tézek 39,2 %. Flexibilni transparentni filmy s obsahem PVA mély vyssi dobu zivota luminis-
cence 0,55 ms a vyssi kvantovy vytézek 42,5 %. Takové charakteristiky umoziluji pouziti kom-
plextt AC-Terpy-Eu(TTA)3 na vyrobu optoelektronickych zatfizeni

Na-Carb-Terpy

= Aminojil

e I P 3} a1} g g g zé

obr. 9: Prredpokiadand struktura komplexu AC-Terpy-EUu(TTA)s, véetné struktur Eu(TTA)s a Na-Carb-
Terpy [8]

3.3 Aminojil se zabudovanymi uhlikovymi nanoteCkami ve své strukture

Uhlikové nanotecky (CD) s rozmérem mensim neZ 10 nm jsou jednou z nejmladSich modi-
fikaci uhliku. Poprvé byly pozorovany pfi €iSténi jednosténnych uhlikovych nanotrubek pfi je-
jich ptipraveé pomoci elektroforézy. Svymi vyjimeénymi vlastnostmi si CD velmi rychle ziskaly
pozornost. Jsou rozpustné ve vode¢, chemicky inertni, velmi malo toxické a jednoduse se pfi-
pravuji jejich derivaty. CD jsou fotostabilni a vykazuji vyraznou fluorescenci, proto byvaji
oznacovany za fluorescencni uhlik. Pravé pro zminéné vlastnosti (rozpustnost ve vod¢, inertni
vlastnosti, moznost zavedeni riznych funkénich skupin, fotostabilita, nizka toxicita a biokom-
patibilita) ziskdvaji CD stale vétsi zajem na tkor klasickych polovodicovych kvantovych tecek
a organickych fluorescen¢nich sond a barviv [33].
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Jak jiz bylo vicekrat zminéno, aminojil miize najit uplatnéni nejen jako matrice pii vyrobé
organické elektroniky, ale také v oblasti mediciny, pfedevsim diky tomu, ze nejevi zadné
znamky toxicity. Pro moznost vyuziti v medicinskych aplikacich se vak studuje nejen aminojil
s obsahem hoi¢iku ve své struktuie, ale i aminojil s inkorporovanymi zelezitymi ionty (Fe-AC),
ktery uz ale slabou toxicitu vykazuje. Moznost pro vyuziti zelezit¢ho aminojilu v kombinaci
s uhlikovymi nanoteckami popsala skupina K. S. Kanga [10].

e 1

tymi ionty za vzniku volnych hydroxylovych radikalt, které zptisobuji zanik bunék poskozenim
DNA a buné¢né membrany. Pokud je Fe-AC v konjugaci s uhlikovymi nanoteckami, dochazi
ke snizeni toxicity, pravdépodobné vlivem stérické zabrany pfi interakci zelezitych ionta s re-
aktivnimi kyslikatymi molekulami. Diky v¢lenéni fluorescenci vykazujicich uhlikovych nano-
tecek do struktury aminojilu, je mozné sledovat prostup CD-Fe-AC dovniti bunék, konkrétné
do cytosolu nebo piimo do jadra.

Uhlikové nanotecky modifikované karboxylovymi skupinami byly na strukturu aminojilu
navazany kovalentné. Pro tvorbu amidové skupiny byla karboxylové skupina na CD aktivovéana
1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]karbodiimidem a N-hydroxysulfosukcinimidem. Samotna
reakce probihala ve fosfatovém pufru pii pokojové teplote.

Mimo jiné byl in vitro zkouman vliv CD-Fe-AC na nadorové bunky adenokarcinomu déloz-
niho ¢ipku. Pii koncentraci CD-Fe-AC 1 000 pg/ml dochazelo k zaniku pouze nadorovych bu-
n¢k, zdravé buiiky zustaly pii této koncentraci jesté neposkozené. Vhodnou kombinaci Fe-AC
a Fe-AC ve spojeni s CD, ptipadné jesté s navdzanymi jinymi biologicky aktivnimi latkami, je
tak moZné ziskat systém k cilené distribuci 1éCiv selektivné do nadorovych bunék, ktery je za-
rovenl mozné pozorovat vhodnymi zobrazovacimi metodami.
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4 Experimentalni ¢ast

V prubéhu studia aminojilu bylo zjisténo, ze vykazuje slabou autofluorescenci, ktera je prav-
dépodobné zplisobena defekty v krystalické struktute. Proto je soucasti experimentalni ¢asti
i charakterizace autofluorescence aminojilu.

Na zakladé poznatku ziskanych z literatury bylo potom vyhodnoceno, ze k samotné vizuali-
zaci je mozné piistupovat tfemi riznymi zpisoby:

a) modifikace vnitini struktury aminojilu vnesenim tézkych kovt (zejm. europia) dovnitf
anorganické matrice,

b) navazani fluorescen¢ni sondy na strukturu aminojilu pomoci elektrostatickych interakei,

C) tvorba kovalentni vazby mezi aminoskupinou aminojilu a jinou funkéni skupinou
fluorescenc¢ni sondy.

V ramci diplomové prace byly studovany prvni dvé moznosti tvorby fluorescenénich kom-
plexii aminojilu, tj. vnitini struktura aminojilu byla modifikovéana europitymi ionty, které jsou
schopny fluorescence, jsou-li implementovany ve vhodné struktute, obvykle se pouZzivaji che-
latacni Cinidla, a byla studovana interakce aminojilu s fluorescenénimi sondami dostupnymi
Vv laboratofi Fluorescen¢ni spektroskopie nesoucimi zaporny naboj.

4.1 Pouzité chemikalie

Hexahydrat chloridu
hore¢natého

(MgCl2-6H20)

vyrobce: Lachner

¢. Sarze: PP/2012/11656

Hexahydrat chloridu
europitého

(EuCls-6H20)

vyrobce: Sigma Aldrich
LOT: MKBQ2481V

NH,
: : - , . . H,C o
3-aminopropyltriethoxysilan vyrobce: Sigma Aldrich \O S|
— ol
(APTES) ¢. Sarze: 612-108-00-0 c|>
A 4 sul 8-anilinonaftalen- . . ©\
monnd stil 8-anilinonaftale vyrobce: Fluka Biochemika NH  SO3NH,

1-sulfonové kyseliny

(ANS) ¢. Sarze: 396575/1 OO
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vyrobce: neuveden

Antracen
¢. Sarze: neuvedeno
srobce: Sigma Aldrich Q i
) vyrobce: Sigma ric CHy(CH)CH,
Merocyanin NN
& Sarze: 03301EH / A,
NaO S éHz(CHZ)ZCHS
(CH,),,COOH

1-pyrendodekanova kyselina

(PDA)

vyrobce: Fluka Biochemika
LOT 448948/1
¢. Sarze: 32704125

vyrobce: Fluka Biochemika

Pyren LOT 430166/1

¢. Sarze: 42304287
Ethanol, p. a. vyrobce: Penta
C2HsOH ¢. Sarze: 1910031016
Methanol, p. a. vyrobce: Lachner
CH30H ¢. Sarze: PP/2008/00031/0
Aceton, p. a. vyrobce: Penta
CH3COCHs3 ¢. Sarze: 13082008/0

4.2 Pouzité pristroje

e Fluorimetr Aminco Bowman Series 2, Thermo Electron Corporation

e Fluorescen¢ni mikroskop Microtime 200, PicoQuant, doplnény spektrografem Andor
e FTIR spektrometr Nicolet iS50, Thermo Scientific

e RTG difraktometr Empyrean, Panalytical

e (Qdstiedivka Rotofix 32, Hettich Zentrifugen
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e SusarnaVenticell, BMT Medical Technology
e Pfistroj Pure lab pro piipravu demineralizované vody
e UV lampa Kriiss, Merci

4.3 Priprava aminojilu

Aminojil byl ptfipravovan podle doporuc¢eného postupu uvedeného v zavéreéné praci [34],
ktera se zabyvala optimalizaci pfipravy aminojilu.

Bylo navazeno 0,84 g hexahydratu chloridu hote¢natého, ktery byl rozpustén v 25 ml labo-
ratorniho ethanolu. Do ¢irého roztoku byl po kapkach ptidavan 1,3 ml APTES, vznikla bila
disperzni soustava, ktera byla ponechana na magnetické michaéce, dokud nedoslo k odpafeni
rozpoustédla.

Hruby produkt byl rozdispergovan v 10 ml deionizované vody a nasledné¢ bylo piidano
50 ml ethanolu, ¢imz doslo k vysrazeni aminojilu z vodného prostfedi. Tento krok se nazyva
exfoliace a vede k reorganizaci vrstevnaté struktury aminojilu. Produkt byl izolovan odstie-
dénim (pfi otackach 4 000 min~* po dobu 8 min), nasledovalo promyti laboratornim (za ticelem
odstranéni nezreagovanych vychozich latek) a poté absolutnim ethanolem. Pfipraveny aminojil
byl vysusen v susarné pii 50 °C. Popsanym postupem je mozné ziskat cca 0,4 g aminojilu.

4.3.1 Modifikace aminojilu v€lenénim lanthanoidu

Vzhledem k moznosti inkorporace fady kovovych iontd do matrice aminojilu, byl aminojil
modifikovan europitymi ionty (Eu®"). Postup piipravy Eu-AC byl analogicky piipravé samot-
ného aminojilu. Byla pouze pozménéna navazka hexahydratu chloridu europitého a to tak, ze
bylo zachovano latkové mnozZstvi vneseného kovového iontu (4,13 mmol).

V 25 ml laboratorniho ethanolu bylo rozpusténo 1,51 g hexahydratu chloridu europitého
a poté bylo pfidano 1,3 ml APTES, vznikla zakalena soustava byla ponechdna na magnetické
michacce, dokud nedoslo k odpateni prebytecného rozpoustédla. Nasledovala exfoliace, dvé
promyti laboratornim ethanolem a jedno promyti absolutnim ethanolem. Produkt byl vysusen
Vv susarné pii 50 °C.

4.3.2 Modifikace aminojilu v¢élenénim lanthanoidu vedle hofe¢natych ionti

Byl uc¢inén pokus o v€lenéni do struktury aminojilu europité ionty vedle hofe¢natych. Mo-
larni pomér hotecnatych ionti ku europitym byl 19 : 1. Postup ptipravy takto modifikovaného
aminojilu (Mg-Eu-AC) byl opét analogicky ptipravé bézného aminojilu.

Bylo navaZeno 3,19 g hexahydrétu chloridu hofe¢natého a 0,30 g hexahydratu chloridu eu-
ropitého, oba chloridy byly rozpustény ve 100 ml laboratorniho ethanolu a bylo piikapano
5,2 ml APTES, byl pozorovan vznik zakalu. Reak¢ni soustava byla ponechana na magnetické
michacce do odpateni ethanolu, poté byl hruby produkt exfoliovan a promyt. Suseni probihalo
opét pii 50 °C.

4.3.3 Analyza aminojila

Ptipravené aminojily byly studovany pomoci rentgenové difrakéni analyzy (XRD), ktera
podévala informace o krystalickém charakteru vzorki, a pomoci FTIR spektroskopie, coz jsou
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dvé casté analyzy provadéné v dostupnych publikacich o aminojilu. Spektralni vlastnosti byly
zjistovany pomoci spektrofluorimetru.

Aminojil a jeho modifikované analogy byly studovany pomoci rentgenové difrakéni analyzy
(XRD) pristrojem Empyrean (vyrobce Panalytica). Parametry méfeni jsou uvedeny v tab. 3.

tab. 3: Nastaveni pristroje pri XRD analyze

Parametr Nastaveni
Material anody Cu

Vinova délka K-a: a K-az 1,541-:10°a1,544-10 1 m
Napéti 40 kv

Rozsah snimani 20 3,800—-65,000°
Velikost jednoho kroku 0,013°

Doba snimani jednoho bodu 95,88 s

Zmény vazebnych poméra byly detekovany pomoci FTIR spektroskopie. FTIR spektra byla
meéfena piistrojem Nicolet iS50. Nejdiive bylo zméteno pozadi — vzduch. Pevné vzorky byly
méfeny na ATR krystalu. V rozsahu méteni 400—4 000 cm™* bylo provedeno 128 skenti s roz-
lisenim 4 cm ™2,

Spektralni vlastnosti aminojilu a jeho modifikaci byly charakterizovany Vv roztocich pomoci
spektrofluorimetru. Excita¢ni a emisni spektra byla méfena pomoci fluorimetru Aminco
Bowman Series 2. Rozsah vinovych délek byl pfizpiisoben danému méteni, rychlost skenu byla
nastavena na 1 nm-s2, citlivost detektoru byla 970 V. Sitka §térbin byla rovnéz ptizpiisobena
meéfeni. Méfeni probihalo v kiemenné kyveté. Koncentrace Eu-AC pro méteni emisnich spekter
pomoci spektrografu Andor byla piiblizné 1 g-dm=,

Pro doplnéni spektralnich vlastnosti byly aminojily (AC, Mg-Eu-AC a Eu-AC) ve vodném
prostfedi zkoumany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Microtime 200 doplnéného o spek-
trograf Andor. Byly méfeny doby Zivota fluorescence. Pro excitaci byl pouzit laser o vinové
délce 375 nm, intenzita laseru byla fadové 1-10% a. u., a byl pouzit emisni filtr 460 LP (LP je
z angl. long pass a znaci, ze byly propoustény vinové délky nad 460 nm). Koncentrace amino-
jilt byla pfiblizné 0,05 g-dm™.

Pevny aminojil a jeho derivaty Mg-Eu-AC a EuAC byly analyzovany pomoci techniky
FLIM (zkratka z angl. fluorescence-lifetime imaging microscopy). Méfeni probihalo opét po-
moci fluorescenéniho mikroskopu Microtime 200. Vzorek byl pfipraven piesrazenim z roztoku
pomoci ethanolu, vznikla suspenze byla nanesena na kryci sklicko a vzorek byl vysuSen
pti 50 °C. Excitace probihala pomoci laseru o vinové délce 375 nm, byl pouzit emisni filtr 460
LP, intenzita laseru byla pti studiu aminojilu fadové 10 a. u., a pfi studiu modifikovanych
aminojild, tzn. Eu-AC a Mg-Eu-AC byla intenzita fadové 100 a. u.
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4.4 Interakce aminojilu s fluorescen¢nimi sondami

Pti hodnoceni pouzitelnosti konkrétni fluorescen¢ni sondy modifikujici aminojil je nutné
brat v tivahu jednoduchost piipravy komplexu, ktery bude vykazovat silnou fluorescenci a ne-
bude mit tendenci k rychlé degradaci.

4.4.1 Navazani fluorescencni sondy pomoci elektrostatickych interakci

Ve vodném prostiedi dochazi k naprotonovani aminoskupin, aminojil tedy disponuje klad-
nym nabojem. Proto volené fluorescen¢ni sondy musi nést zaporny naboj; Vv literatufe se poda-
filo elektrostaticky navazat fluorofory na bazi sulfonovych nebo karboxylovych kyselin. Inter-
akce probihala ve vodném roztoku aminojilu [24].

V ramci prace byly zvoleny fluorescencni sondy obsahujici sulfonovou skupinu: amonna stl
anilinonaftalensulfonové kyseliny (ANS) a merocyanin. ANS se obvykle vyuziva pfi studiu
povrchu membran a bilkovin. ANS nevykazuje fluorescenci ve vodé, fluorescence nastava
az po navazani na membrany ¢i pislusné bilkoviny v membrang. Merocyanin je fluorescenéni
sonda vyuZivand pii potenciometrii, je schopen navazat se kolmo na polarizovanou membranu,
pfi depolarizaci vznika nefluorescentni dimer, ktery pozméiiuje absorpéni spektra. Vedle po-
tenciometrie je mozné vyuZzit merocyanin pii studiu lipidl, zejm. transmembranovych li-
pidu [30].

Karboxylovou skupinu obsahovala 1-pyrendodekanova kyselina (PDA). PDA patii do sku-
piny fluorofort modifikujicich mastné kyseliny a fosfolipidy, coZ napomahd studiu membra-
novych struktur a metabolismu ¢i transportu jednotlivych lipida [30]. PDA je fluorescencni
sonda, ktera je schopna tvofit excimery ve vhodném prostiedi (napf. v cyklohexanu), a to diky
tvorbé vodikové vazby mezi karboxylovymi skupinami [35].

Schopnost aminojilu interagovat se sondami s aromatickym charakterem byla zjistovana
pouzitim antracenu a pyrenu jako fluorescen¢nich sond. Antracen a pyren se ve formé derivati
vyuzivaji pii studiu celé fady systému, napf. jiz zminénych membranovych struktur [30].
Maximalni excita¢ni a emisni vinové délky vyctenych a pouzitych fluorescencnich sond jsou
uvedeny v tab. 4.

tab. 4: Tabelované spektraini charakteristiky pouzitych fluorescencnich sond [30], [36] a [37]

Fluorescen¢ni sonda Rozpoustédlo dex [NM] Aem [NM]
ANS methanol 372 480
Merocyanin methanol 555 578
PDA methanol 339 377*
Antracen cyklohexan 350 395**
Pyren dimethylsulfoxid 338 375

*PDA ma vedle maximalni emisni vinové délky 377 nm pri excitaci zarenim o vinoveé délce 339 nm
| dalsi méné intenzivni lokalni maxima v oblastech 397, 418 a 440 nm [36].

**Antracen ma vedle maximalni emisni vinové délky 395 nm pri excitaci zarenim o vinové délce
350 nm i dalsi méné intenzivni lokdalni maxima v oblastech 375, 420 a 445 nm [37].
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Vzorky byly pfipraveny nasledujicim zpisobem: do vialek vymytych chromsirovou smési
bylo napipetovéano 0,100 ml dané fluorescencni sondy a bylo odpateno rozpoustédlo, poté bylo
pfidano 5 ml roztoku aminojilu o koncentraci 3,5 g-dm3. Koncentrace pouzitych fluorescen-

¢nich sond v zasobnim roztoku a ve vzorku aminojilu jsou uvedeny Vv tab. 5.

Vzorky byly ponechany na tfepaCce pies noc. Nasledujici den byla zkouména intenzita
fluorescence pomoci spektrofluorimetru Aminco Bowman Series 2.

tab. 5: Roztoky fluorescencnich sond pouzitych pro studium interakce s aminojilem, prepocet koncen-

trace sond ve vzorku aminojilu

Koncentrace zasobniho Koncentrace sondy v 5 ml
Fluorescen¢ni sonda roztoku (mol-dm=3), vzorku aminojilu
rozpoustédlo (mol-dm™3)
ANS 7-107°, methanol 1-10°°
Merocyanin 1-107%, aceton 2:10°°
PDA 7-107°, methanol 1-10°®
Antracen 2:1074, aceton 4-10°°
Pyren 1-1074, ethanol 2:10°°

Aby se usnadnila interakce aminojilu s fluorescencni sondou, byly pfipraveny vzorky znovu,
avSak byly ponechany na vyhifivané magnetické michacce (cca 75 °C). Bylo zjisténo, Ze PDA
zauvedenych podminek je schopna interakce s aminojilem (komplex AC-PDA). Spektralni
vlastnosti byly zkoumany pomoci fluorimetru Aminco Bowman Series 2. Schopnost tvofit
komplex AC-PDA byla zkoumana i z hlediska koncentrace fluorescenéni sondy ve vzorku.

Pro posouzeni charakteru interakce aminojilu s PDA byly vzorky studovany i s ¢asovym
odstupem (jeden den a dva dny stary vzorek uchovavany v lednici) a byla studovana i moznost
vysrazet znaCeny aminojil ethanolem a ziskat tak pevny znaCeny aminojil. Zistala-li
fluorescen¢ni sonda navazéana na strukturu aminojilu, bylo posuzovano na zaklad¢ namétenych
spekter pomoci fluorimetru.

Dale byla zméfena doba Zivota komplexu AC-PDA ve vodném roztoku pomoci fluorescen-
¢niho mikroskopu Microtime 200. Pro excitaci byl pouzit laser o vinové délce 375 nm, intenzita
laseru byla fadové 1-102 a. u., a byl pouzit emisni filtr 460 LP.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Charakterizace aminojilu a vnitiné modifikovanych aminojili

Aminojil pfipraveny jiz diskutovanym zptisobem mél krystalickou strukturu a byl jemné
nazloutlé barvy, po ozafenim UV lampou o vlnové délce 365 nm vykazoval fluorescenci
Vv modré¢ oblasti spektra. Snimky aminojilu a aminojilu ozafeného UV zéafenim jsou pro ilustraci
uvedeny na obr. 10. Modifikované aminojily, do jejichz struktury byly inkorporovany lantha-
noidy, se po Vvizualni strance od béZzného aminojilu nijak nelisily.

Bylo vsak pozorovéano odlisné chovani aminojili ve vodném prostredi. Zatimco aminojil
je mozné rozdispergovat ptisobenim ultrazvuku a vytvofit tak ¢iry roztok, struktury Eu-AC
a Mg-Eu-AC se nepodatilo tak dokonale rozdispergovat — v koloidnich roztocich byl vzdy pa-
trny zékal, ktery znesnadiioval studium spektralnich vlastnosti v roztocich.

obr. 10: Fotografie aminojilu, vievo snimek na dennim svétle, vpravo po ozareni UV lampou 0 vinové
délce 366 nm.

5.1.1 Rentgenova praskova difrakce

Charakter struktury aminojilu a jeho modifikovanych derivati Eu-AC a Mg-Eu-AC byl stu-
dovan pomoci rentgenové prasSkové difrakce. Ziskana spektra jsou v grafické podob¢ uvedena
na obr. 11. Na zéaklad¢ tvaru a polohy piki jednotlivych spekter 1ze porovnat krystalicky cha-
rakter vzorki a ur¢it mezirovinnou vzdalenost mezi jednotlivymi destickami struktury amino-
jilu doo1 naznacenou na obr. 1.

Struktura aminojilu samotného ma krystalicky charakter, avSak ve srovnani s anorganickymi
krystalickymi materiadly by bylo vhodné&jsi pouzit termin semikrystalicky, protoZze jednotlivé
piky jsou Siroké a nikoli Gzké. Prvni difrakce aminojilu byla pozorovana pii uhlu 26 = 5,6° a je
zpiisobena mezirovinnou vzdalenosti door = 1, 62 nm. Tato relativné velkd vzdalenost netypicka
pro jilové materialy je zptusobena pfitomnosti 3-aminopropylovych skupin v mezirovinném
prostoru.
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Aminojil s inkorporovanymi europitymi ionty misto hofe¢natych (vzorek Eu-AC) mél oproti
aminojilu vyrazné jiny charakter spektra. Pozorované piky jsou malo intenzivni a zna¢né Siroké,
coz poukazuje na spiSe amorfni charakter materilu.

Byl proveden experiment, kdy do struktury aminojilu vedle hot¢iku bylo v¢lenéno euro-
pium, molarni pomér atomt Mg : Eu byl 19 : 1 (vzorek Mg-Eu-AC). Pii bliz§im zkoumani
tvaru ilustrovanych spekter je mozné pozorovat kombinaci spekter aminojilu komplexu Eu-AC.
Oproti ¢istému aminojilu doslo vsak ke ztetelnému posunu piku k vétsi hodnoté tthlu 20 prvni
difrakce, tato skutecnost poukazuje na zmenseni mezirovinné vzdalenosti, ktera byla vypoctem
stanovena na 1,49 nm. Pik prvni difrakce struktury ve spektru Mg-Eu-AC je znatelné¢ méné
intenzivni nez ve spektru aminojilu, coz poukazuje na mén¢ pravidelnou krystalickou strukturu.
Dalsi polohy piku ve spektru Mg-Eu-AC se pomérné shoduji s polohami piki ve spektru
aminojilu (viz maxima v okoli thla 23°, 36° a 59°). Navic v hybridnim aminojilu Mg-Eu-AC
ptibyly naznaky piku v oblasti kolem 28°, ktery je pozorovan ve spektru Eu-AC.

Intenzita ()

—Mg-Eu-AC ——AC —Eu-AC

0 10 20 30 40 50 60 70
26 (°)

obr. 11: XRD spektra aminojilu (AC), aminojilu s inkorporovanym europiem (Eu-AC) a s inkorporo-
vanym europiem vedle horciku (Mg-Eu-AC)

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze inkorporaci pouze europitych iontd do struktury aminojilu
doslo ke ztraté krystalické struktury. Naruseni pravidelnosti vrstevnaté struktury bylo pravde-
podobné zplisobeno vnesenim atomu europia o vét§im atomovém poloméru, nez ma atom hot-
¢iku. Atomovy polomér hoi¢iku je 145 pm a europia je 231 nm [38]. Modelovanim v programu
Wolfram Alpha bylo uréeno, ze hote¢naty kation v oktahedralnim uspotfadani ma polomér
89 pm a europity kation opét v oktahedralnim uspotadani méa polomér 107 pm.
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Studiem aminojilu s obsahem europitych iontd vedle hote¢natych bylo zjisténo, ze tento ma-
terial kombinuje spektralni vlastnosti obou latek. Struktura méla opé€t spiSe amorfni charakter,
coz opét miize byt vysvétleno vnotfenim europitych iontd o vétSim atomovém poloméru; doslo-
li skute¢né k inkorporaci europia vedle hoi¢iku, ztratily pravdépodobné jednotlivé desti¢ky pra-
videlnost a doslo k jejich zvrasnéni.

5.1.2 FTIR spektroskopie

Struktura aminojilu a aminojild modifikovanych inkorporaci europitych ionta byla pro do-
plnéni XRD spekter charakterizovana i pomoci FTIR spektroskopie, grafické zpracovani vy-
sledkt viz obr. 12.
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obr. 12: Namérena FTIR spektra pro aminojil (AC), aminojil s obsahem europitych iontii vedle horec-
natych (Mg-Eu-AC), pro srovndni s aminojilem bylo naméreno i diferencni spektrum, a aminojil s 0b-
sahem europitych iontii (Eu-AC)

V naméfeném FTIR spektru aminojilu (obr. 12) jsou patrné charakteristické vibrace:
pro vazbu Mg—0O, (Mg—O-Si) je charakteristicky pas v oblasti 520-550 cm™ a pro vazbu
Si—0—Si potom v oblasti 990-1 020 cm ™. Pasy v oblasti 1 120 a 1 210 cm™* jsou charakteris-
tické pro vazbu Si—C. Piky o vInodtech 1610 a 1 500 cm ™ poukazuji na pfitomnost vazby
N-H. Vazby C—H jsou zfejmé v pasech odpovidajicich vinoétim 2 930 cm ™ (asymetricka vib-
race) a 1 470 cm™! (charakteristicka vibrace pro methylenovou skupinu) [7], [16] a [39].

Bylo zméteno FTIR spektrum aminojilu s obsahem atomti europia misto hoiéiku (Eu-AC).
Polohy pikti jsou shodné v porovnani spektra bézné ptipravovaného aminojilu, az na nepatrna
posunuti, v oblasti 410-480 cm se projevuji vibrace vazby lanthanoid—kyslik, ¢ili v nasem
ptipad¢ vazby Eu-O [39] a [40].
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Pti porovnavani FTIR spekter aminojilu a aminojilu s inkorporovanymi atomy europia vedle
hotéiku (Mg-Eu-AC) nebyly pozorovany zadné vyrazné rozdily. Bylo proto naméfeno i dife-
rencni spektrum pro tuto dvojici komplexti, kde vSak nejsou pozorovany zadné vyrazné rozdily.
Bylo ocekavano, ze v diferen¢nim spektru vynikne vazba Eu—O v jiz zminéné oblasti 410—
480 cmL,

FTIR spektroskopie tedy nepotvrdila ptitomnost vazby Eu—O ve vzorku Mg-Eu-AC. Vez-
meme-li v Gvahu i vysledky z XRD, které na zakladé diskuze spekter z obr. 11 davaji moznost
tusit kombinaci europitych iontl vedle hotecnatych, je mozné, Ze se komplex Mg-Eu-AC po-
datilo ptipravit, av§ak koncentrace vnesenych europitych iontl je tak nizkd, ze vibrace vazby
Eu-O ani v diferenénim spektru nevynikla. (Vibrace vazby Eu—O ve vzorku Eu-AC je také
malo intenzivni.)

5.1.3 Fluorescen¢ni spektroskopie

Bylo zjisténo, Ze aminojil vykazuje autofluorescenci, proto byl zkoumén ve vodném roztoku
pomoci fluorimetru Aminco Bowman Series 2. Intenzita fluorescence v roztoku o koncentraci
3 g-dm~ byla velmi nizka. Pro jeji detekci bylo nutné méfit pfi nastaveni vysokého napéti
Ze maximalni absorpce zafeni je pii vinové délce 359 nm a maximalni emise nastava pii vinové
délce 425 nm. Dilezité je jest¢ poznamenat, Ze emisni spektra jsou deformovana Ramanovym
rozptylem v oblasti kolem 410 nm.

8
[ —— Emisni spektrum AC
6 - —— Excita¢ni spektrum AC
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obr. 13: Spektralni viastnosti vodného roztoku aminojilu o koncentraci 3 g-dm™2, excitace byla pri Vl-
nove délce 360 nm a emise 420 nm, $irka Sterbin byla 4 nm

Na obr. 14 dale jsou uvedena emisni spektra vodnych roztokt aminojilu o riznych koncen-
tracich, hmotnostni koncentrace jednotlivych vzorku jsou uvedeny v tab. 6. Z grafu je patrné,

34



ze s rostouci koncentraci aminojilu dochazi k nartstu intenzity fluorescence. Poloha maximalni
emisni vinové délky se neméni.

Popsané vodné roztoky aminojilu byly ponechany v lednici po dobu 7 dnii a poté byla opét
zméfena emisni spektra, ktera jsou uvedena rovnéz na obr. 14. Je patrné, Ze fluorescence ami-
nojilu nema tendenci s ¢asem degradovat ani posouvat emisni maxima at’ uz ke krat$im ¢i del-
Sim vlnovym délkam. Nepatrnd zména intenzity fluorescence bude pravdépodobné zptisobena
méfenim, byt’ byla v§echna nastaveni pfistroje zachovana.

tab. 6. Koncentrace vzorkit aminojilu ve vodném prostredi studovanych pro zavislost intenzity
Sfluorescence aminojilu na jeho koncentraci

C. vzorku Koncentrace aminojilu (g-dm™3)
1 1,3
2 2,9
3 4,9
4 9,7
3
PPEY. Vzorek ¢. 1
2,5 1 S X, Vzorek ¢. 2
Vzorek €. 3
. NN Vzorek ¢. 4
2 ] ‘\"\1 )
------- Vzorek €. 1 - po 7 dnech
E ------- Vzorek €. 2 - po 7 dnech
N154 AN T T IO N e Vzorek & 3 - po 7 dnech
(5]
E ------- ¢. 4 - po 7 dnech

380 400 420 440 460 480 500 520 540
VInova délka (nm)

obr. 14: Studium emisnich spekter aminojilu ve vodném prostiedi s riiznou koncentraci, studium vlivu
stari vzorku, excitacni vinova délka byla 360 nm a sivka Stérbin byla 2 nm. Koncentrace jednotlivych
vzorkii jsou uvedeny v tab. 6

Vzorky Eu-AC a Mg-Eu-AC se ve vodném prostiedi rozpoustély neochotné. Vzniklé dis-
perzni soustavy byly vyrazné zakalené. Rozptyl excitacniho zafeni znemoznoval detekci emis-
nich spekter. Proto bylo emisni spektrum vzorku Eu-AC detekovano pomoci spektrografu
Andor. Pii excitaéni vinové délce 375 nm bylo emisni maximum pozorovano pii vinové délce
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490 nm. Inkorporaci europitych iontl doslo k posunu emisniho maxima k vys$§im hodnotadm
vlnovych délek.

Pro roztoky aminojilu, Eu-AC a Mg-Eu-AC byly méfeny doby Zivota fluorescence. Kiivky
dohasinani fluorescence jsou uvedeny na obr. 15 a konkrétni doby Zivota jsou poté vycteny
v tab. 7.

—AC Eu-AC
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—— Mg-Eu-AC — —-fitAC
fitEU-AC e fit Mg-Eu-AC
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obr. 15: Krivky dohasinani fluorescence aminojilu (AC), aminojilu s inkorporovanymi europitymi
ionty ve strukture (Eu-AC) a aminojilu s inkorporovanymi europitymi ionty vedle horecnatych (Mg-
Eu-AC)

Vyhasinaci kiivky latek, které byly méteny za stejnych podminek a po stejnou dobu, se 1i8i
intenzitou, coZ vSak neni vypovidajici, protoZe koncentrace obou vzorkl nebyly shodné. Byt
je znam molekulovy vzorec aminojilu, nemusi odpovidat skute¢nosti, velikosti jednotlivych
celkd se mohou lisit. Molekulové vzorce systémi Eu-AC ani Mg-Eu-AC nejsou znamy, stejné
tak jako nejsou urc¢ena konkrétniho luminiscenéni centra. Z diskutovanych diuvodt neni mozné
piipravit systémy o stejné molarni koncentraci anebo o stejné koncentraci luminiscen¢né aktiv-
nich center.

Vzhledem K nizké intenzité fluorescence probihala méfeni doby Zivota relativné dlouhou
dobu, i tak byl pocet detekovanych fotonti niZ$i, nez byva pro tyto analyzy pozadovén (cca 10%).
Z toho divodi nemusi jednotlivé doby Zivota ziskané dekonvoluci plné odpovidat realnému
stavu. DalSim nepiijemnym jevem byl Ramansky rozptyl projevujici se pii vinové délce
cca 435 nm, kviili tomu musela byt snimana emise zateni vyssi nez 460 nm (filtr 460 LP), kde
vSak je uz intenzita fluorescence aminojilu i jeho derivat nizka.

Kiivky dohasinani fluorescence byly vyhodnoceny pomoci dekonvoluce a byly ziskany tfi
doby zivota aminojilu, Eu-AC i Mg-Eu-AC, které nejsou totozné, viz tab. 7. Uvedené nejkratsi
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doby zivota aminojilu, Eu-AC a Mg-Eu-AC (0,014 + 0,001) ns, (0,023 + 0,002) ns,
resp. (0,020 £ 0,009) ns bude pravdépodobné ptisluset né¢jakému fyzikalnimu jevu, pro dobu
Zivota excitovaného stavu se jednd o velmi kratkou dobu. Teoreticky by se mohlo jednat
0 tzv. dorotaci, ktera by vSak byla charakteristickym jevem spis pro malé organické molekuly,
desticky aminojilu jsou pomérné velké systémy a jejich rotace by neméla byt vyraznym jevem.

Budeme-li brat v itvahu pramérnou dobu Zivota vaZzenou na zakladé¢ intenzity fluorescence
vsech tii diskutovanych aminojilti, je mozné tvrdit, Ze se jednotlivé modifikace aminojilu po-
depsaly i na dob¢ zivota fluorescence. Nejdelsi dobu zivota ma aminojil S nepozménénou
vnitini strukturou (tj. obsahuje pouze hofecnaté ionty), konkrétné (4,70 + 0,05) ns, inkorporaci
europia namisto hot¢iku doslo ke vzniku systému Eu-AC, ktery ma dobu Zivota kratsi 0 pfi-
blizné 22 %, tj. (3,65 + 0,05) ns, hodnota doby Zivota Mg-Eu-AC lezi poté mezi zminénymi,
byla oproti aminojilu kratsi (3,9 + 0,1) ns, tj. pfiblizné€ o 17 %. Diskutované ¢asové udaje jsou
uvedeny v tab. 7.

Na zéklad¢ ziskanych vysledki je patrné, ze vneseni europitych iontd do struktury aminojilu
ma za nasledek snizeni doby Zivota fluorescence. Je mozné predpokladat, Zze zménou pomeéri
mezi europitymi a hofe¢natymi ionty by bylo mozné dosahnout pozadované doby Zivota leZici
v intervalu 3,9-4,7 ns.

tab. 7: Doby Zivota vodnych roztokit aminojilu (AC), aminojilu s inkorporovanymi europitymi ionty
ve strukture (EU-AC) a aminojilu s inkorporovanymi europitymi ionty vedle horecnatych (Mg-Eu-AC)

Vzorek AC Eu-AC Mg-Eu-AC
Doba zivota fluorescence 11 (nS) 6,3+0,1 4,7+0,1 52+0,2
Amplituda A; (kCnts) 0,37 £ 0,01 0,17+0,01 0,26 + 0,02
Doba zivota fluorescence 12 (nS) 1,12+ 0,04 1,29 +£ 0,06 1,24 + 0,07
Amplituda A, (kCnts) 045+0,01 | 013+001 | 0,280,001
Doba zivota fluorescence 13 (ns) 0,014 + 0,001 | 0,023 + 0,002 | 0,020 + 0,009
Amplituda Az (kCnts) 32+3 5+1 11+10
ﬁ]rt‘::;‘:;}i‘;ﬁs?;‘]’ég Zﬁ:l)m podle | 4704005 | 365:005 | 390010

Pevné vzorky aminojilu, Mg-Eu-AC a Eu-AC byly podrobeny analyze FLIM, a to za icelem
detekce ptipadnych luminiscen¢nich center, zjisténi homogenity téchto center a dale za ticelem
ziskéani dob zivota aminojilu a jeho modifikovanych analogt. Vystupy z méteni jsou v grafické
podobé prezentovany na obr. 16, obr. 17 a na obr. 18.

Vyhodnocenim pomoci dekonvolu¢ni analyzy byly ziskany doby zivota jednotlivych
vzorkd. Doby Zzivota jsou uvedeny v tab. 8 a z udaji je patrné, ze doba Zzivota studovanych
vzorki zavisi na tom, zda jsou v pevném stavu anebo ve formé roztoku.
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obr. 16: FLIM pevného aminojilu, cernobilou Skdlou vyjadrujici jas je zndzornén pocet uddlosti
(popisek events) a v barevné Skdle je znazornéna stiedni hodnota doby Zivota prumérovand pres
intenzity fluorescence (popisek tau)
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obr. 17: FLIM pevného vzorku Mg-EU-AC, cernobilou Skdlou vyjadriujici jas je zndzornén pocet
uddlosti (popisek events) aVv barevné Skdle je zndzornéna stiedni hodnota doby Zivota primérovand
pres intenzity fluorescence (popisek tau)
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obr. 18: FLIM pevného vzorku Eu-AC, cernobilou Skdlou vyjadrujici jas je zndzornén pocet uddlosti
(popisek events) a v barevné skdle je zndzornéna stiedni hodnota doby Zivota prumérovana pres
intenzity fluorescence (popisek tau)

tab. 8: Doby zivota pevnych vzorkit aminojilu (AC), aminojilu s inkorporovanymi europitymi ionty
ve strukture (EU-AC) a aminojilu s inkorporovanymi europitymi ionty vedle horecnatych (Mg-Eu-AC)

Vzorek AC Eu-AC Mg-Eu-AC
Doba zivota fluorescence 11 (NS) 79+0,1 0,8+0,1 6,9+0,3
Amplituda A; (kCnts) 7,02+ 0,07 7,56+ 0,03 3,50+ 0,09
Doba zivota fluorescence 12 (nS) 2,59+ 0,03 3,63+0,03 2,22 + 0,09
Amplituda Az (kCnts) 75+0,1 1,6 £0,1 3,1+0,2
Doba zivota fluorescence 13 (nS) 0,95+ 0,01 0,97 £ 0,04
Amplituda Az (kCnts) 6,5+0,1 21+0,3
ﬁ}ﬁ;@iﬁj‘;ﬁ;ﬁ: Zﬁ:l)’a podie | 509004 | 2154001 | 561+0,09

Dle podminek méfeni bylo zjisténo, Ze aminojil mé ze vSech tfi modifikovanych struktur
nejintenzivngjsi fluorescenci, na snimku na obr. 16 je patrna homogenni struktura vzorku, neni
mozné urcit luminiscen¢né aktivni centrum. Zajimavym pozorovanym jevem bylo, ze v§echny
tii doby Zivota diskutované v tab. 8 maji obdobné zastoupeni, coz muze byt dano strukturou
aminojilu. Aminojil ma sam o sob& objemnou strukturu a luminiscenc¢ni centra, kterd jsou prav-
dépodobné¢ zplisobena defekty, jsou v rtizné hloubce této objemné struktury, coz mize mit vliv
na dobu Zivota fluorescence.
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Vnesenim europitych iontl do struktury aminojilu a tvorbou vzorku Eu-AC doslo ke znatel-
nému snizeni doby Zivota fluorescence oproti aminojilu — doba Zzivota se snizila z hodnoty
(6,09 + 0,04) ns o vice nez polovinu na (2,150 + 0,009) ns. Pravdépodobné atomy europia
rozrus$ily strukturu aminojilu (coz bylo potvrzeno i pomoci XRD) a mohly pozménit defekty
zpusobujici luminiscenci.

Inkorporaci europitych iontd vedle hofe¢natych do vzorku Mg-Eu-AC doslo oproti Eu-AC
ke zvySeni doby Zivota na vice nez dvojnasobek, na (5,6 = 0,1) ns. Doba zivota Mg-Eu-AC
se blizi dobé zivota vzorku aminojilu. Jak jiz bylo poznamenéano pfi studiu roztokd téchto
vzorkl, je mozné predpokladat, ze obménovanim pomérd atomt hoi¢iku a europia by bylo
mozné ladit i dobu zivota luminiscence.

Skutecné doby zivota aminojilu a jeho analogli se mohou od experimentalné stanovenych
mirn¢ liSit. Je totiz mozné, Ze dekonvolucni analyza ziskanych dat za Géelem ziskani
jednotlivych dob zivota, kterd se bézné pouzivd pti vyhodnocovéni kinetickych informaci
organickych fluoroforii, neni pro aminojil vhodnou metodou. Vhodnégjs$i metodou by mohlo byt
proloZzeni ziskanych dat tzv. protaZzenymi (,,stretched”) exponencialnimi funkcemi, touto
moznosti vSak program SymPhoTime 64 vyuZivany k vyhodnoceni namétfenych udaji
nedisponuje.

5.2 Charakterizace komplexi aminojilu znacenych fluorescen¢nimi
sondami

Komplexy aminojilu s fluorescen¢nimi sondami ANS, merocyaninem, antracenem, pyre-
nem a PDA se pouhym smisenim roztoki nepodafilo pfipravit. Vizudlnim porovnanim (zména
tvorby zakalu, zména zabarveni vzorku, fluorescence pozorovatelna pod UV lampou) vodnych
roztokli komplexii s roztokem aminojilu nedoSlo k Zddné¢ zméné. Naméfend emisni spektra
téchto komplexl tvarem a intenzitou kopirovala emisni spektra namétfend pro samotny amino-
jil.

Bylo vsak zjisténo, ze pii zahfivani vodného roztoku aminojilu v pfitomnosti PDA dochazi
k interakci aminojilu s touto fluorescencni sondou. Paklize byly zahiivany vzorky s obsahem
ANS, merocyaninu, antracenu nebo pyrenu v pfitomnosti aminojilu, nebyly pozorovany rozdily
v emisnich spektrech ani v intenzitach fluorescence v porovnani s vodnym roztokem aminojilu.

Z roztoku se nepodafilo izolovat aminojil znaceny fluorescencni sondou PDA. Izolace pro-
bihala pfesraZenim vodného roztoku pfipraveného komplexu ethanolem a naslednym promy-
tim. Po vysuSeni byla ziskana jemné& naZloutla krystalicka latka (vizualné stejna jako aminojil),
jejiz spektralni vlastnosti byly stejné jako spektralni vlastnosti aminojilu. Na zaklad¢é tohoto
experimentu je usuzovano, ze interakce aminojilu s PDA je nestabilni a je Cisté elektrostatické
povahy; ztoho divodu byly zkoumany spektralni vlastnosti komplexii AC-PDA pouze
ve formé roztoku.

5.2.1 Fluorescenéni spektroskopie

Komplex AC-PDA byl spektralné charakterizovan. FTIR spektroskopie neméla dostatecné
vypovidajici hodnotu, protoze koncentrace PDA byla ve vzorcich pfili§ nizka a vibrace hleda-
nych vazeb byly na Grovni Sumu, navic méfeni zna¢né komplikovala pfitomnost vody. Z toho
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divodu byla provedena pouze charakterizace vzorku AC-PDA ve vodném prostiedi pomoci
fluorescencni spektroskopie.

Na obr. 19. jsou uvedena excitacni a emisni spektra komplexu AC-PDA, ktery oproti ami-
nojilu nema vyrazné intenzivnéjsi fluorescenci (porovnani emisnich spekter aminojilu a AC-
PDA je dale az na obr. 20). Nicméné u vzorku AC-PDA doslo k posunu emisniho maxima
na hodnotu 465 nm a pii kratSich vinovych délkach jsou dale pozorovatelna lokalni maxima
v oblastech 377 a 397 nm — polohy maxim poukazuji na piitomnost PDA v systému (viz tab. 4).

Maximum emise pii vinové délce 465 nm poukazuje na tvorbu excimeru PDA. V jiz disku-
tované literatufe [35] je popsana tvorba excimerd v nepolarnich rozpoustédlech typu cyklohe-
xanu, piidavkem polarnich rozpoustédel je naruSena tvorba vodikovych mustkii mezi karboxy-
lovymi skupinami PDA. Pro srovnani byla zjistovana i spektralni charakteristika samotné PDA
ve vod¢ (vzorek byl pfipraven za stejnych podminek jako vzorky AC-PDA, tj. I pisobenim
zvySené teploty), avSak nebyla pozorovana zddné fluorescence; PDA je ve vodé nerozpustna.
Na zaklad¢ tohoto experimentu je mozné piedpokladat, Ze pfitomnost aminojilu zvySuje roz-
pustnost PDA a podporuje tvorbu struktur podobnych excimerim vykazujicich fluorescenci
0 odpovidajici vinové délce.

Dalsi zménou oproti spektralnim charakteristikdm roztoku aminojilu je tvar excitaéniho
spektra, kde piibylo lokalni excita¢ni maximum v oblasti kolem 330 nm, K nejintenzivné;si ex-
citaci dochézi pti dopadu zareni o vinové délce 350 nm.

1
—— Emisni spektrum
0.8 1 —— Excita¢ni spektrum
Z 0,6 A
g
N
c
3
Z 04
0,2 A1
0 T T T T T
300 350 400 450 500 550 600

Vinova délka (nm)

obr. 19: Spektralni charakteristika komplexu AC-PDA, excitacni vinova délka byla 350 nm a emisni
vinova délka byla 460 nm, Sirka Sterbin byla nastavena na 2 nm

Dale byl studovéan vliv zmény koncentrace fluorescen¢ni sondy ve vzorku. Koncentrace
PDA v danych vzorcich jsou uvedeny v tab. 9. Naméfena emisni spektra jsou poté uvedena
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na obr. 20, pro porovnani je v grafu uvedeno i emisni spektrum samotného aminojilu 0 odpo-
vidajici koncentraci, které bylo zméteno za stejnych podminek jako vzorky AC-PDA.

tab. 9. Koncentrace PDA ve studovanych vzorcich komplexu AC-PDA, koncentrace aminojilu byla
3 g-dm™.

C. vzorku Koncentrace PDA (mol-dm™3)
1 1,5-10°°
2 3,0'1076
3 6,0'1076
4 1,2'1075
5 1,5'10_5
1,6
——Vzorek ¢. 1
—— Vzorek ¢. 2
Vzorek ¢. 3
——Vzorek ¢. 4
——Vzorek &. 5
® —— Aminojil
8
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“/\“"\..
SARE
O T T T T T T
370 400 430 460 490 520 550 580

VInova délka (nm)

obr. 20: Spektrdlni charakteristiky komplexit AC-PDA se vzrustajicim obsahem fluorescencni sondy
(konkrétni hodnoty koncentraci fluorescencni sondy ve vzorcich jsou uvedeny v tab. 9). Excitacni
Vlnova délka byla 375 nm, Sirka Stérbin byla nastavena na 2 nm. Pro porovnani bylo pridano i emisni
spektrum aminojilu meéreno za stejnych podminek jako komplexy AC-PDA

Vysledky dosazené obménovanim koncentrace fluorescencéni sondy jsou prezentovany
v grafické podob¢ na obr. 20. Elektrostatickym navazanim PDA na strukturu aminojilu byly
ziskany komplexy vykazujici luminiscenci S maximalni emisni vinovou délkou lezici v rozmezi
465475 nm.
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Pii realizaci popsaného experimentu bylo ptfedpokladédno, Ze s rostouci koncentraci
fluorescenc¢ni sondy bude vzrustat i intenzita fluorescence vzorki. Tento trend je skutecné po-
zorovan na emisnich maximech v oblastech okolo 380 a 400 nm. U maxim pfi del§ich vlnovych
délkach nelze intenzitu emise popsat jednoduchym trendem.

V oblasti  kolem 475nm  fluoreskoval nejintenzivnéji  vzorek o koncentraci
1,20-10° mol-dm™ PDA, naopak nejmensi intenzitu vykazoval vzorek o koncentraci
1,5-10°® mol-dm™3 PDA. Lze ptedpokladat, e pti vyssi koncentraci PDA (viz pribéh emisniho
spektra vzorku ¢. 5) dochazi k omezeni tvorby excimert. Coz bylo jiz popsano V literatute [35].

Dale je dulezité vzit v potaz, ze se PDA k aminojilu pravdépodobné nevazala rovnomérné,
ale Cisté nahodile. Studované vzorky nebyly dostate¢né homogenni, byl v nich totiz pozorovan
vznik zdkalu a vyjimecné malych agregati (vysvétleni kolisani intenzity fluorescence mezi
vzorky ¢. 2 a 3). Vzhledem k nepolarnimu charakteru fluorescen¢ni sondy mohlo ,,obalenim*
aminojilu dojit k omezeni jeho rozpustnosti, coz mohlo vést ke tvorbé agregati a zptisobovat
nehomogenitu vzorki a zhaset fluorescenci pii vétSich vinovych délkach. Nicméné k sedimen-
taci pfi méteni dle vizudlniho hodnoceni vzorki v kyveté nedochézelo.

Neméné zajimavym pozorovanym jevem bylo, Ze se s rostouci koncentraci posouvala vl-
nové délka emisniho maxima k vy$§im hodnotam. Vzorek &. 1 o koncentraci 1,5-107° mol-dm™
PDA mél emisni maximum pii vlnové délce 465 nm a vzorek ¢. 4 o koncentraci
1,20-10"° mol-dm 3 PDA mél emisni maximum pfi vinové délce 475 nm. U koncentrovangjsiho
vzorku, jak jiz bylo popsano, je fluorescence zhasena.

Byla dale studovana ptipadna degradace komplexu AC-PDA ve vzorku €. 4, viz obr. 21, kde
je pro porovnani vloZeno i emisni spektrum aminojilu a PDA v roztoku methanolu. PDA vyka-
zovala velmi intenzivni fluorescenci, proto byly hodnoty intenzity vyneseny na vedlejsi osu.

Ze spektralnich charakteristik je patrné, Ze pfi skladovani elektrostaticky zna¢eného amino-
jilu pomoci PDA dochazi k degradaci. Maximalni emisni vinova délka se po jednom dni snizila
z hodnoty 470 nm na 450 nm, coz je hypsochromni posun o 20 nm. Zaroven doslo i ke snizeni
intenzity fluorescence. Piky v oblastech kratSich vinovych délek, tj. kolem 380 a 400 nm se
po jednom dni nijak vyrazné¢ nezménily. Vzorek byl skladovan v lednici, ¢ili v temném
chladném mist¢.

Vzhledem k nepolarnimu charakteru PDA a ke skutecnosti, Ze je tato fluorescencni sonda
nerozpustnd ve vodé, je mozné predpokladat, Ze dochazi k oslabeni elektrostatické interakce
s aminojilem. Fluorescen¢ni sonda vSak miize rovnéz oslabovat rozpustnost aminojilu jeho oba-
lenim a zptsobovat tak vysrazeni komplexu AC-PDA; opét byly v pfipravenych vzorcich po-
zorovany drobné agregaty, které mély tendenci s Casem ulpivat na sténach. Posledni zminéna
teorie by podporovala skute¢nost pozorovaného poklesu intenzity fluorescence, kde neni patrny
naznak tvaru emisniho spektra aminojilu.
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obr. 21: Spektralni charakteristika komplexu AC-PDA a studium jeho degradace. Pro srovndni jsou
Vv grafu uvedena emisni spektra aminojilu a PDA v methanolu mérend za stejnych podminek. Excitacni
vinova délka byla 350 nm, Sirka excitacni stérbin byla nastavena na 2 nm

Pro doplnéni studia spektralnich vlastnosti byla méfena i ¢asové rozliSena spektroskopie.
Dekonvoluci vyhasinaci kiivky byly ziskany doby zivota excitovaného stavu, které jsou vy-
Cteny v tab. 10. Byly zjistény tii doby Zivota, z nichz ta nejkratsi 0,022 ns bude pravdépodobné
piisluSet néjakému fyzikalnimu jevu probihajicimu Vv systému. Oproti samotnému aminojilu
doslo ke zvyseni primérné doby Zivota vazené podle intenzity fluorescence, a to z hodnoty
(4,70 £0,05) ns na (6,3 + 0,1) ns.

tab. 10: Doby Zivota komplexu AC-PDA

Vzorek AC-PDA
Doba Zivota fluorescence 11 (nS) 7,49 +0,09
Amplituda A1 (kCnts) 0,30+0,01
Doba zivota fluorescence 12 (NS) 1,24 £ 0,05
Amplituda A2 (kCnts) 0,26 + 0,01
Doba zivota fluorescence t3 (NS) 0,022 + 0,002
Amplituda As (kCnts) 8+1
e e 1 | 20201
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6 Zavér

V ramci diplomové prace byla studovana moznost vizualizace aminojilu pomoci metod
fluorescencni spektroskopie. Jak bylo diskutovano v teoretické Casti, aminojil mize byt diky
svym vlastnostem vyuzit zejm. v oblasti medicinskych aplikaci. Aminojil pfedevsim vykazuje
antibakterialni vlastnosti, je schopen interakce s celou fadou biomolekul a také zlepSuje roz-
pustnost malo rozpustnych latek a zvysSuje jejich organizovanost. Pro posouzeni vyuzitelnosti
aminojilu v medicinskych aplikaci je dalezité mit moznost jeho vizualizace v zivych sousta-
vach.

K vizualizaci aminojilu je na zaklad¢ studia literatury diskutované v kapitole zabyvajici se
soucasnym stavem feSené problematiky mozné pfistupovat tfemi riznymi zpusoby. Prvnim
zpusobem je moznost vyuziti autofluorescence aminojilu, kterou je teoreticky mozné podpotit
implementaci vhodnych atomt do anorganické matrice. Druhou moznosti je interakce amino-
jilu s fluorescen¢nimi sondami obsahujicimi kyselé funkéni skupiny. A poslednim moznym
ptistupem je kovalentni modifikace primarnich aminoskupin vystupujicich z povrchu amino-
jilu.

Predlozend diplomova prace se zabyvala charakterizaci autofluorescence aminojilu a vlivem
inkorporovanych atomu europia na jeho vlastnosti a dale byla zkoumana moznost znac¢eni ami-
nojilu pomoci elektrostatickych interakei s organickymi fluorescen¢nimi sondami.

Aminojil je sim o sob¢ schopen fluorescence, a to jak v pevné fazi, tak i v roztocich. Pivod
fluorescence je prisuzovan defektiim v anorganické matrici. Maximalni excita¢ni vinova délka
aminojilu v roztoku je pfi 359 nm a maximalni emisni vlnova délka poté ¢ini 425 nm. Primérna
doba Zivota fluorescence aminojilu v roztoku vazena na zakladé intenzit je (4,70 £+ 0,05) ns
aV pevné fazi (6,09 = 0,04) ns. Vnesenim atomu europia do struktury aminojilu misto hofe¢-
natych iontd doslo ke vzniku Eu-AC, vznik byl potvrzen pomoci FTIR spektroskopie a XRD
analyzou. Intenzita fluorescence Eu-AC byla niz8$i neZz samotného aminojilu, rovnéz doslo
ke snizeni doby zivota. V roztoku byla doba zivota urena (3,65 = 0,05) ns a v pevné fazi
(2,150 + 0,009) ns. Inkorporaci europitych ionti vedle hofe¢natych byl pfipraven Mg-Eu-AC,
jehoz doba zivota v roztoku byla stanovena (3,9 £ 0,1) ns a v pevné fazi (5,6 + 0,1) ns.

Vnésenim europitych iontl do struktury aminojilu dochazi ke sniZeni intenzity fluorescence
a ke zkraceni doby jejiho Zivota, dale nastava i ztrata krystalického charakteru. Vodné disperzni
soustavy Eu-AC a Mg-Eu-AC nejsou Ciré¢ ve srovnani s aminojilem — rozpustnost aminojilu
modifikovaného europiem je tedy omezené;si.

Byt je intenzita fluorescence aminojilu ve vodném prostiedi slab4, je dostatecna pro vyuziti
technik fluorescencni mikroskopie. Vyhodou aminojilu je ve srovnani s ostatnimi organickymi
fluorofory relativné dlouhd doba zivota fluorescence, ktera mize byt navic i ladéna vnesenim
napt. diskutovanych europitych iontli do anorganické matrice. Je tedy mozné aminojil ve stu-
dovanych systémech identifikovat a sledovat pravé diky volitelné dobé Zivota fluorescence.

Druhé polovina experimentalni ¢asti byla zamétena na studium schopnosti elektrostatické
interakce aminojilu s fluorescen¢nimi sondami. Aminojil je schopen ve vodném prostiedi in-
teragovat s pyrendodekanovou kyselinou (PDA). Vznikly komplex vykazoval vyssi intenzitu
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fluorescence nez samotny aminojil a delsi primérnou dobu Zivota, a to (6,3 £ 0,1) ns. Dale
nastal posun emisniho maxima k vys$§im vinovym délkadm. Konkrétni maximalni emisni vinova
délka zavisela na koncentraci PDA, ktera v pfitomnosti aminojilu vytvarela komplexy spek-
tralné podobné excimerim, jejichz vznik je pozorovan v nepolarnich rozpoustédlech. Maxi-
malni emisni vinova délka se pohybovala v intervalu 456475 nm; s rostouci koncentraci PDA
ve vzorku dochazelo k posunu maxima Kk delSim vlnovym délkam, az do koncentrace
1,20-10°° mol-dm™ PDA, koncentrace aminojilu ve studovanych vzorcich byla 3 g-dm.
Maximalni excita¢ni vinova délka byla pro v§echny studované vzorky shodna, a to 375 nm.

Vodni disperze AC-PDA nebyla homogenniho charakteru a méla s casem tendenci degrado-
vat, Z toho divodu neni tento komplex vhodny pro studium vlastnosti aminojilu v biologickych
soustavach pomoci technik fluorescen¢ni spektroskopie.

Pro znaceni aminojilu pomoci organickych molekul vykazujicich fluorescenci je doporu-
¢eno vyuzit tvorby kovalentni vazby mezi primarni aminoskupinou aminojilu a funkéni skupi-
nou fluorescencni sondy typu isothiokyanatu, sukcinimidyl esteru, chloridu sulfonové kyseliny,
popi. aldehydu. Dal$i moznosti je vyuziti tvorby aminojilu znaceného fluorescein-5-isothio-
kyanatem (FITC), tento systém byl popsan skupinou Young-Chul Leeho [7].

Potencialni nevyhodou kovalentniho znac¢eni aminojilu je modifikace jeho povrchu, kdy sté-
rickou zabranou muize dojit k zablokovani kladného naboje na povrchu aminojilu a kK omezeni

interakce s jinymi latkami. Je tedy potieba se této problematice dale vénovat, a v piipad¢ kova-
lentniho znaceni aminojilu optimalizovat mnoZzstvi vheseného fluoroforu.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symboli

8.1 Pouzité zkratky

AC
ANS
APTES
BTC
CD

CS
DNA
Eu-AC
ET
Fe-AC
FITC

FTIR spektroskopie

HOMO

IC

IR zateni
ISC

LED
LnDC
LUMO
Mg-AC
Na-Carb-Terpy
PDA

PVA

SRG

TEM

TTA

UV zareni
VIS zéteni

XRD

aminojil

amonna sul 8-anilinonaftalen-1-sulfonové kyseliny
3-aminopropyltriethoxysilan
benzen-1,2,4,5-tetrakarboxylat sodny

uhlikové nanotecky

koronentetrakarboxylat

deoxyribonukleova kyselina

aminojil s inkorporovanymi europitymi ionty
pfenos energie

aminojil s inkorporovanymi zelezitymi ionty
fluorescein-5-isothiokyanat

infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
nejvyssi obsazeny molekulovy orbital

vnitini konverze

infraervené zatreni

mezisystémovy pirechod

svétlo emitujici dioda

B-diketonat lanthanity

nejniz8i neobsazeny molekulovy orbital

aminojil s inkorporovanymi hotfecnatymi ionty
sodna sul 4"-para-fenylkarboxyl-2,2":6",2""-terpyridinu
1-pyrendodekanova kyselina

polyvinylalkohol

sulforhodamin G

transmisni elektronova mikroskopie
2-theonyltrifluoroacetonat

ultrafialové zateni

viditelné zateni

rentgenova difrakéni analyza



8.2 Pouzité symboly

doo1

Kr

Knr

A

M

S

So, S1, S2

T, T2

mezirovinna vzdalenost

rychlostni konstanta zatfivého prechodu
rychlostni konstanta nezaiivého prechodu
vlnova délka

multiplicita

spinové kvantové Cislo

singletovy stav zékladniho stavu, prvniho excitovaného, resp. druhého

excitovaného stavu
cas
tripletovy stav excitovaného, resp. druhého excitované¢ho stavu

doba Zivota excitovaného stavu
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