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ABSTRAKT

Pro studium spektralni charakteristiky latky DEHS bylo navrzeno nékolik experimentt.
Bylo provedeno blizsi zkoumani vlivu riznych prostiedi na spektralni vlastnosti latky DEHS.
Bylo zjisténo, Ze nejvyssi pozitivni vliv na fluorescenci latky DEHS maji prostiedi
s hydroxylovymi skupinami. Jako nejvhodnéj§i prostfedi pro nasledné experimenty byl
vyhodnocen IPA. Bylo prokazano, ze prostiedi xylenu utlumuje fluorescenci DEHS na
detekéni minimum. Byla provedena spektralni charakterizace nedegradovaného a
degradovaného DEHS. Bylo zji§téno, ze u degradovaného DEHS dochazi vlivem degradace
k posunu k vy$§im vinovym délkam. Mozna kontaminace DEHS latkami zpusobujicimi
luminiscenci nebyla prokéazana.

ABSTRACT

To study the spectral characteristics of a substance DEHS several experiments were
suggested. Closer investigation was made on study of the effect of different environments on
the spectral properties of the substance DEHS. It was found that the highest positive effect on
the fluorescence of the substance DEHS have a medium with hydroxyl groups. IPA was
evaluated as the best medium for further experiments. It was found that the medium xylene
decreases intensity of the fluorescence to the detection limit. Spectral characterization of the
nondegraded and degraded DEHS was performed. It was found that for the degraded DEHS
shift to higher wavelengths occurs due to degradation. Possible contamination of the DEHS
with substances causing luminescence has not been proven.
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1 UVOD

Tato prace vznikla na zakladé projektu Experimentalni vyzkum depozice aerosoli v
modelu plic fakulty strojniho inZzenyrstvi VUT, jehoz cilem je studium transportu a usazovani
aerosolovych castic v lidském dychacim ustroji, kde jako model castic byl pouzit bis(2-
ethylhexyl)dekandio4t (dale jen jako DEHS) napateny na jadro NaCl [7]. Latka DEHS se pak
v praxi pouziva k vytvareni aerosolovych castic diky tomu, zZe je bezbarva, bez zapachu, daji
se z ni vytvaret pomérn¢ stabilni aerosoly o definovatelnych vlastnostech a ma relativné
dlouhou dobu Zivota aerosolovych kapicek (i za vyssich teplot) [1,2]. Divodem ke zkoumani
je najit nejvhodné;si tvar a velikost Castic pro inhalacni podani, coz by mohlo napomoci pfi
1écbé nemoci spojenych s dychacim ustrojim.

K urceni koncentrace usazeny castic v riznych vétvich modulu dychaciho ustroji bylo
pouzito znaceni aerosolovych castic fluoresceinem a nasledné detekce pomoci fluorescencni
spektroskopie. Tato metoda je bézné vyuzivana pro sledovani aerosolovych ¢astic v dychacim
ustroji [2,3,4,5,6]. Na zakladé vyhodnocenych vysledki byl zjistén rozdil ve tvarech emisnich
spekter pro kalibracni fadu fluoresceinu v isopropanolu oproti roztoku ¢astic obalenych
DEHSem v isopropanolu. Na zakladé novych poznatkl byla provedena dalsi méfeni, z jejichz
vyhodnoceni mizeme konstatovat, ze samotny DEHS vykazuje fluorescenci pravé v oblasti,
kde je detekovana také emise fluoresceinu. Z tohoto divodu je tato prace zaméfena na
zkoumani latky DEHS a jeji fluorescence.



2 TEORETICKA CAST
2.1 DEHS
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Obrazek 1: Struktura DEHS

Bis(2-ethylhexyl)dekandioat je dvojnym esterem kyseliny dekandiové (sebakové).
Nejcastéji je vyrabén esterifikaci 2-ethylhexynolu a kyseliny sebakové v poméru 1:1,6 a za
pritomnosti kyseliny sirové, ktera pak zaujima 0,25 % z celkové hmotnosti 2-ethylhexynolu a
kyseliny sebakové pro esterifikaci do prvniho stupné. Druhy stupeni esterifikace je pak
naro¢n€j§i a vyzaduje teplotu vrozmezi 130-140 °C. Poté nasleduje dehydratace za
0,093 MPa vakua. Surovy ester je dale neutralizovan 3-5% roztokem sody, promyvan pii 70-
80 °C a nasledné je odstranén alkohol za 0,096-0,097 MPa vakua. Poslednim krokem je
precisténi za pomoci vakuové destilace [1,8].

DEHS je pak pouzivan v Siroké skale aplikaci jako: mrazu odolny zmékcovac pro PVC
kabely, zmékCovac pro polymery, mrazu odolny film, aditivum, atd. Jeho hlavni pouziti ve
veédecké oblasti je pak pro vytvareni aerosolovych ¢astic. Vyhodou téchto cCastic je, ze se
z nich daji utvaret aerosolové Castice o definovatelnych vlastnostech, jsou pomérné casoveé 1
teplotné stabilni, je bezbarvy, bez zéapachu, nerozpustny ve vodé, nehygroskopicky a je
netoxicky [1,2,8].

2.2 FLUORESCENCE

2.2.1 Princip fluorescence

Pokud organickd molekula nachazejici se v zakladnim stavu (Sp) absorbuje
elektromagnetické zafeni, dojde k excitaci elektronu. Elektron pak pfechézi z orbitalu o nizsi
energii do nejbliz§iho neobsazeného orbitalu o vyssi energii. Pfi excitaci elektronu pak muaze
dojit k vytvoreni jednoho ze dvou elektronové rozdilnych stavii. V prvnim piipadé dochazi ke
vniku singletového stavu (S;), kde jsou spiny obou elektroni antiparalelni. Vytvoreni
singletového  stavu  pfimou excitaci je z  kvantové-mechanického  hlediska
nejpravdépodobnéjsi. V druhém pripade dojde ke vzniku tripletového stavu (T;) a spiny obou
elektronu jsou orientovany paralelng.
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Obrazek 2: Jablonskiho diagram

Excitovana molekula se maze zbavit piebyte¢né energie ruznymi deaktivaCnimi procesy
ato bud zafivymi, nebo nezafivymi. V Jablonskiho diagramu (Obr. 2) jsou znazornény
jednotlivé elektronové a vibronové (vibracné-elektronové) stavy a zaroven nejdulezitéjsi
aktivacni 1 deaktivacni procesy. V diagramu jsou aktivaéni a zafivé procesy oznaceny
rovnymi ¢arami a nezafivé procesy jsou znazornény vinovkami.

Nezafivé procesy jsou uskuteCfiovany mezi vibra¢né-rotatnimi hladinami raznych
elektronovych stavd, pfi nichz se neméni celkova energie systému, nedochazi tedy k emisi
elektromagnetického zateni, ale ke zvySeni tepelné energie systému.

Nejdilezitéj§imi deaktivacnimi procesy jsou procesy zafive, pii kterych dochazi k emisi
elektromagnetického zareni, coz tedy znamena vyzareni svételného kvanta. Tyto procesy jsou
obecné nazyvany luminiscence. Luminiscence se pak formalné rozdéluje do dvou kategorii
v zavislosti na charakteru excitovaného stavu, tyto kategorie jsou: fosforescence
a fluorescence. Fosforescence je kvantové-mechanicky ,,zakdzana“ luminiscence, a jedna se
o pfechod z energeticky vyssiho stavu T, do energeticky niz§iho stavu Sy. Fluorescence je
nasledkem spinové dovoleného prechodu obvykle z rovnovazné hladiny stavu S; do nékteré
vibra¢ni hladiny zakladniho stavu So.

Dal§imi procesy, které konkuruji fluorescenci, jsou naptiklad: mezisystémovy ptechod,
vnitfni  konverze, nezafivé procesy (které mohou byt nasledovany fluorescenci),
intramolekularni pfenos a konformaéni zmény. Interakce s jinymi molekulami v excitovaném
stavu mohou také konkurovat fluorescenci. Pfikladem takovych interakci mohou byt presuny
elektronu a protonu, pfenos energie, tvorba excimeru nebo exciplexu. Tyto deexcitacni
procesy mohou konkurovat fluorescencni emisi v pifipadé€, ze probihaji v Casovém meéfitku,
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které je srovnatelné s dobou, béhem niz se molekuly vyskytuji v excitovaném stavu.

Fluorescence je z kvantové-mechanického hlediska nejpravdépodobnéj§im deexcitatnim
procesem. Fluorescenci lze pozorovat po celou dobu buzeni, ale po ukonceni buzeni prakticky
ihned zmizi doba Zziveta (19). Fluorescence je primémy Cas mezi excitaci a navratem do

vvvvvv

vyjadiena vztahem:
1

DY (D

kde k; je rychlostni konstanta vyjadiujici deaktivacni procesy.

Druhym nejdulezitéjsim faktorem fluoroforti je kvantovy vytézek fluorescence. Ten je
definovan jako podil intenzity fluorescence Ir a intenzity absorbovaného svétla I .
I k,

~F
I, >k~ @)

To

D, =
kde k; znaci rychlostni konstantu fluorescence. [9,10,11]

2.2.2 Emisni a excita¢ni spektrum fluorescence

Emisni spektrum vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pii konstantni
vlnové délce budiciho zafeni. Excita¢ni spektrum vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na
vlnové délce pti konstantni vinové délce emitovaného zateni.

Tvar emisniho spektra je charakteristicky pro dané slouceniny a Casto byva zrcadlovym
obrazem spektra absorpcniho. To je zpuisobeno tim, ze absorpce i emise z odpovidajicich si
vibracnich hladin maji stejnou relativni pravdépodobnost. Rozdil mezi energii maxima
prvniho absorp¢niho pasu a maxima emisniho spektra se nazyva Stokesuv posun (Obr. 3).
Tento dulezity parametr mize poskytnout informace o excitovaném stavu. Napftiklad, kdyz je
dipolovy moment fluoreskujici molekuly vyssi nez v zakladnim stavu, Stokestv posun
zvySuje polaritu rozpoustédla. S dasledky tohoto jevu se musi pocitat pii odhadu polarity
fluorescencnich sond [9,10,11].
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Obrazek 3: Priklad Stokesova posunu

2.2.3 Hlavni pravidla fluorescence

Fluorescence se fidi nekolika pravidly. Prvnim z nich je Stokesuv posun, ktery tika, ze
vlnova dalka fluorescencni emise pii fotoluminiscenci je vzdy vétsi nebo rovna vinové délce
excitaéniho zafeni (Aemslex). V praxi to tedy znamend, ze dochéazi ke ztraté energie
excita¢niho zafeni, coz ma za nasledek snizeni energie emitovaného zareni, tedy zvyseni jeho
vinové délky.

Druhym pravidlem je Kashovo pravidlo, podle né¢hoz dochazi pted emisi fluorescencniho
kvanta k relaxaci vibraéni energie a vnitini konverzi, takze nastdva fluorescencni piechod z
nejnizsi vibracni hladiny prvniho excitovaného stavu S;. Divodem je, Ze energeticky rozdil
mezi vysSimi excitovanymi stavy a stavem S; je maly, nezafivé premény z téchto stavu do
zakladniho stavu probihaji velmi rychle.

Tretim principem je Vaviliav zakon, ktery tvrdi, ze kvantovy vytézek a doba trvani
excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezavisi na vinové délce budiciho zareni. Z
toho vyplyva obecna vlastnost fluorescence a to, ze emisni spektra jsou nezéavisla na vinové
délce excitace [9,10,11].

2.2.4 ZhasSeni

Kromé unimolekularnich deaktivacnich procest, jako jsou emise nebo nezafiva deaktivace,
existuji také neméné dilezité bimolekularni zhaseci procesy, které zahrnuji prenos energie z
jedné molekuly na druhou. Takovyto proces se obecné oznacCuje jako zhaSenim. Zhaseni je
vSak velmi §iroky termin, ktery zahrnuje procesy odehravajici se riznymi mechanismy, jejich
zakladni princip lze vystihnout nasledujicim schématem:

M*—2 5>M, 3)
kde M* vyjadiuje excitovany stav molekuly, M zakladni stav molekuly a Q je zhaSe¢. Pokud
je Q stejna molekula jako M, proces se nazyva samozhaseni.
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Hlavni fotofyzikalni procesy, které jsou zodpovédné za zhaseni fluorescence, jsou kolize s
atomem tézkého kovu, pfenos elektronu, protonu nebo energie, a také tvorba excimeru nebo
exciplexu[9,10,11].

2.2.5 Excimery

V mnoha piipadech dochéazi k tomu, ze zvySeni koncentrace latky je doprovazeno snizenim
kvantového vytézku fluorescence. Je to zpusobeno tim, ze dochazi k vytvofeni
stechiometricky komplex molekul, z nichz jedna je v zakladnim a druha v excitovaném stavu.
Tento komplex je nazyvan excitovany dimer tzv. excimer. V takovémto pripad¢ plni funkci
zhaSece Q samotnd molekula fluoreskujici latky M, a tudiz se jedna o samozhaseni. Excimer
je v emisnim spektru charakterizovan vlastnim emisnim pasem, ktery se objevuje pii vyssich
vlnovych délkach nez pas monomeru a postrada jakoukoliv vibra¢ni strukturu, jelikoz slabé
vazebné energie komplexu dovoluji rozdilnou orientaci 1 konformaci molekul. Jedna se tedy o
bimolekularni zhaseci proces, protoze k poklesu fluorescence monomeru za narustu
fluorescence excimeru [9,10,11].

2.2.6 Instrumentace

Excitacéni

monochromator

Cela se vzorkem

Xe vybojka

Emisni
monochromato

(LT ¢

FEEAE
(P ]

Detektor

Obrazek 4:Schéma spektrofluorimetru
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Na Obr. 4 lze vidét schéma znazornujici hlavni komponenty spektrofluorimetru. Zatizeni
tohoto typu maji n€kolik hlavnich soucasti. Prvni z téchto soucasti je zdroj svétla, kterym je
vétSinou xenonova vybojka. Xenonové vybojky maji Siroké pouziti diky tomu, ze dosahuji
vysoké intenzity zafeni pifi Sirokém rozsahu vinovych délek zacinajicich jiz pfi 250 nm.
Zateni vychazejici z vybojky pak prochazi dal§i soucasti pfistroje a to excitaCnim
monochromatorem, ktery vymezuje konkrétni vinovou délku excitacniho zareni, ktera poté
dopada na vzorek. Vzorek je pak nejCastéji umistén v drzdku kyvety, ktera se v pfistroji
nachazi na rohu pravého thlu, ktery sviraji oba monochromatory. Zafeni emitované vzorkem
neni monochromatické a proto je jako tfeti soucasti emisni monochromator, ktery vymezuje
vlnovou délku zateni, které nasledné dopada na detektor, jenz je tedy posledni hlavni soucasti.
Vystupem meéteni je pak fluorescencni spektrum a to bud emisni, excitacni, pripadné
synchronni.

V idealnim ptfipadé by mély mit hlavni soucasti spektrofluorimetru nasledujici vlastnosti:
lampa by méla vyzarovat konstantni pocet fotonu pfi vSech vinovych délkach, fotony by méli
prochazet monochromatory pti vSech vinovych délkach bez ztraty energie a detektor by mél
detekovat fotony vSech vinovych délek se stejnou ucinnosti.

2.3 Soucasné reSeni problematiky

Vyzkum 1éka a nosiCovych systému se vyvijel n€kolika fazemi a to od botanické faze na
pocatcich lidské civilizace, ptes syntetickou chemii v poloviné 20 stoleti az po moderni éru
biotechnologii v 21 stoleti [12]. Velky duraz je pak kladen na cilené nosie 1éCiv a na
schopnost interagovat na specificky cileném misté. Dalsi sledovanou vlastnosti pfi vyvoji
1éCiv je to, aby béhem degradace 1éCiva nevnikaly toxické latky pro organismus, které by
naopak mohly pfipadny stav zhorsit, nebo by mohlo dojit k jejich ukladani [13].

DEHS je jedna z aerosolu-tvarnych latek, kterd se pouziva pfi vyvoji cilenych 1éciv pro
dychaci cesty. Je tak tomu diky faktu, ze neni toxicky a ze dokaze vytvaret unimolekularni
vrstvu, coz je velmi pfiznivé pro experimentalni stanoveni depozice aerosolovych castic
[1,3,7].

Stephen M. Bowes III a David L. Swift [2] se zabyvali usazovanim ¢astic v oralnim
dychacim tustroji béhem oronazalniho dychani. DEHS v tomto pfipade byl pozit jako obal pro
fluorescen¢ni jadro, kterym byl uranin (fluorescein sodny). Tato kombinace slouzila jako
nahrada za pouziti radioaktivnich latek. Vytvoreny aerosol pak byl dobrovolniky ptfimo
vdechovan pres naustek a nasledné vydechovan za simulace cviceni. Aerosol pak byl
zachycen na filtru a byla stanovena mira depozice Castic. Pro upfesnéni dat byla stanovena
mira ztraty aerosolu v ustni dutiné. Vysledkem bylo, ze k vétSimu usazovani castic dochazi se
zvétSenim velikosti Castic. Ke snizeni depozice pak pii cviceni dochazi diky tomu, Ze
organismus potiebuje vice kysliku a tudiz jsou otevirana usta pro lepsi nasavani vzduchu.

K. D. Horton a spol. [3] zkoumali nové predstaveny kondenzacni typ aerosolového
generatoru MAGE. Princip tohoto generatoru je zalozen na evaporaci DEHS a jeho
kondenzaci na jadrech fluorescencni latky (zvolena latka vSak nemusi byt fluorescencniho
charakteru). MAGE jim tedy dovoloval velmi rychle vytvofit monodisperzni aerosol o
velikostech Castic kolem 0,1 pm a vétSich nez 2um, aerosoly téchto parametri nejsou snadno
produkovatelné jinymi metodami. A déle dosli k zavéru, ze tento typ generatoru aerosolovych
Casti je téze vhodny pro aerosolové cCastice, které jsou tvoreny sodnou soli fluoresceinu,
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neboli uraninem (jadro) a DEHS (obal) diky vzniku dostatecné detekovatelni fluorescence
jadra.

B. Grgi a spol. [4] studovali usazovani aerosolovych ¢astic a jejich proudéni v replice
idealizovanych ust a krku. Studie byla provadéna pro oblast ust a krku hlavné z divodu, ze
vétSina 1€kt podavanych pro 1é¢bu dychaciho ustroji prochazi pres tsta a krk nikoliv nos.
Umeély model pak byl zvolen kvili nakladnosti, komplexnosti experimenti provadénych in
vivo a vykazuji velmi rozdilna data u ruznych subjekti. Tento model pak zachovaval
geometrii ust a krku. Princip generace aerosolu byl stejny jako u MAGE. Vysledkem jejich
prace bylo zjisténi, ze rychlost proudéni i velikost Castic zna¢n€ ovliviiuji depozici Castic.
K depozici ¢astic pak dochazelo v laryngalni oblasti a v hornich prudusnicich. Dale bylo
zjisténo, ze sevieni nosohltanu a hlasivek je klicovy faktor, ktery ovliviiuje nasledné
morfologické proudéni, a tedy i depozici.

Pavel Mikuska a Zbynék Vecera [5] zkoumali novy typ aerosolového kolektoru
kontinualni odbér vzorka atmosférickych castic, tedy kolektor pouzivajici dvé protiproudé
trysky a kapalinu ke kontinualni analyze aerosolovych ¢astic (ACTJU). Meéteni depozice a
chemického slozeni aerosolu v atmosféfe je obvykle provadéno sbérem aerosolu na filtrech ¢i
télech s naslednou analyzou ziskanych castic. Tento postup sice zaznamenava data v prabéhu
Gasu, ale dochazi také ke vzniku nepresnosti. Castice nasbirané na filtrech se totiz mohou
vypafit béhem sbéru, nebo muze dojit k absorpci plyna. Filtry se dale musi promyvat a Casem
dochazi také k akumulaci vodou nerozpustnych latek popfipadé i1 k desintegraci filtra
samotnych. Desintegrace filtri by pak mohla zpasobit zachytavani vlaken =z filtra
v pristrojich.

ACTJU pouziva membranové pumpy k nasavani vzduchu do kolektoru z nerezové oceli.
V tomto kolektoru je nasaty vzduch veden pies Venturiho trysky do kolizni komory. Uvnitf
Venturiho trysek je kapilara z nerezové oceli vedouci kapalinu (deionizovanou vodu).
V kolizni komote pak srazkou kapicek kapaliny a aerosolu dojde k zachyceni aerosolu a tato
smés je dale vedena do cyklony, ve které dojde k odd€leni vzduchu a kapaliny. Vysledkem
pak je, ze ACJU je velmi vhodny aparat pro analyzu aerosolovych Castic pfi kontinualnim
nastavenim diky tomu, ze ma vysokou ucinnost sbéru castic, maly mrtvy objem a
jednoduchou udrzbu.

Kerstin Lahnstein a spol. [6] studovali plicni absorpci aerosolu fluorescencnich sond, jako
modelu 1é¢iva v izolovanych plicich kralika. Jako hlavni model léCiva byl pozit 5(6)-
carboxyfluorescein (CF). Depozice aerosolu pak zavisela na proudéni aerosolovych Castic,
velikosti Castic a frekvenci dychani. Plicni absorpce byla ovliviiovana raznymi fyzikalné-
chemickymi a biologickymi faktory, v€etné velikosti molekul, pH roztoku léCiva a lipofility.
CF tedy byla experimentalné¢ vyhodnocena, jako neleps§i model 1éCiv diky rychlé, vysoké a
reprodukovatelné absorpci, stabilni koncentraci v perflizatu, ktera je nezavisla na tlaku
v licich, cévnimu prosakovani ¢i edému.

FrantiSek Lizal a spol. [7] se zaméfuji na vyzkum piepravy a depozice aerosolu v modelu
7 generace vétveni dychacich cest ¢lovéka. Pro vyzkum byly pozity dva modely. Prvni
z tenkovrstvého pruhledného silikonu umoziiujici meéfeni rychlosti a velikosti Castic za
pomoci fazové dopplerovského anemometru (PDA). Druhy model je pak uréen pro méfeni
depozice castic Obr. 5. Vysledky PDA meéfeni jsou, Ze intenzita kolisani rychlosti je vyssi pfi
vydechu vzhledem k sméSovani proudéni vzduchu zbocnich vétvi, a dale bylo také
prokéazano, ze rychlostni profily (drahy) jsou velmi zavislé na geometrii ale méné zavislé na
dychani.
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Obrazek 5: Model plic 7 generace vétveni

Ke stanoveni depozice byl pouzit zprvu DEHS (obal) a fluorescein (jadro) a poté bylo
pouzito NaCl misto fluoresceinu. Depozice aerosolu byla méfena pro rizné velikosti Castic a
pro razné prutoky. Stanoveni bylo provedeno pomoci luminiscencni spektrofotometrie.
K vysoké depozici Castic pak doslo u casti 13 az 22, coz mohlo byt také zptisobeno tim, ze
plocha téchto Casti je vétSi a posledni Casti také obsahuji vice bifurkaci. DalsSim divodem
muze byt, Zze jsou zminé€né Casti vyrobeny z jiného materialu nez zbytek modelu, aby se
predeslo této moznosti pii dalSich experimentech, byl vyroben cely model ze stejného
materialu.

Prestoze je DEHS pouzivan jako nosi¢ fluorescen¢niho jadra popiipadé NaCl, jeho
luminiscencni vlastnosti nebyli zaznamenany a tato prace je tedy hlavné zaméfena na
spektralni charakterizaci DEHS a mozné vyuziti luminiscence DEHS pro analyzu depozice
aerosolovych c¢astic.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

DEHS (bis(2-ethylhexyl)dekandioat) Fluka GmbH, CAS: 122-62-3,
Cistota 97 %, Sarze 0001392821

isopropylalkohol (IPA) Lachner s.r.0., CAS: 67-63-0,
Cistota 99 %, Sarze 30703

ethanol Sigma-Aldrich s.r.0., CAS: 64-17-5,
Cistota 99,8 %, Sarze 1240658

methanol Sigma-Aldrich s.r.0., CAS: 74-82-8,
Cistota 99,8 %, Sarze 4271B

DMSO (dimetylsulfoxid) Sigma-Aldrich s.r.0., CAS: 67-68-5,
Cistota 99 %, Sarze 1223960

cyhlohexan Sigma-Aldrich s.r.0., CAS: 110-82-7,
Cistota 99 %, Sarze 1305483

xylen Fluka GmbH, CAS: 95-47-6,
Cistota 98 %, Sarze 1540236

chloroform Sigma-Aldrich s.r.0., CAS: 67-66-3,

Cistota 99,8 %, Sarze 1390741

3.2 Priprava vzorki a jejich méreni
3.2.1 Spektrilni charakterizace DEHS :

Nejprve byl sledovan vliv riznych prostiedi na spektralni vlastnosti roztoku DEHS a to pro
tato prostfedi: DMSO, methanol, IPA, cyklohexan, xylen a chloroform. Pro kazdy roztok bylo
ve vialkdch rozpus§téno 0,5 ml DEHS v4,5ml pfislusného rozpoustédla. Takto byla
ptipravena sada pro nedegradovany DEHS a sada pro degradovany DEHS. Nasledné byly
provedeny excitacni a emisni skeny na fluorimetru AMINCO Bowman Series 2, pro zjisténi
excita¢niho a emisniho maxima.

Tabulka 1: Nastaveni fluorimetru AMINCO Bowman Series 2

DEHS monochromatory: ex/em (bandpass)
nedegradovany 295/320 8/8
degradovany 370/420 8/8

3.2.2 3D skeny DEHS ve vybranych prostiredich

Pokracovanim spektralni charakterizace bylo vytvofeni 3D spekter v programu Origin,
abychom meli lepsi piehled o chovani DEHS v rozpoustédlech, ¢imz bychom mohli najit
nejidealnéjsi prostredi pro dalsi experimenty. 3D skeny byli provedeny pro Cisty DEHS a
roztoky DEHS v: xylenu, methanolu, ethanolu, chloroformu, cyklohexanu a IPA. Pro méfeni
¢istého DEHS bylo napipetovano do vialky 5 ml DEHS. Ve vialkach bylo rozpusténo 0,5 ml
DEHS v 4,5 ml pfislu§ného rozpoustédla. Takto pfipravené vzorky, byly michany po dobu
24 h. Po ukonceni michani, byly provedeny 3D skeny podle nasledujiciho nastaveni: ve 3D
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skenu byl nastaven emisni sken v rozmezi 250-600 nm s krokem 10 nm, excita¢ni sken v
rozmezi 250-500 nm s krokem 5 nm, bandpass 8/8, emisni a excitacni polarizatory byly
nastaveny tak, aby sviraly thel 90°a citlivost byla uvolena dle intenzity fluorescence.

3.2.3 3 Stabilitni testy pro DEHS:

Byl sledovan vliv ¢asu a podminek na spektralni vlastnosti roztokit DEHS pro Cisty DEHS
ajeho roztoky v IPA o koncentracich 152,3 g1, 18,28 g1, 182,8 g1'. Vzorky byly
uchovany v lednici pfi 4 °C a pii laboratorni teplot& 25 °C a vzorky o koncentraci 18,28 g1
a 182,8 g1 byli michany na tfepadce pii laboratorni teploté 25 °C. Vzorky byly uchovavany
v uzaviratelnych sklenénych vialkach. U vzorki byly méfeny emisni skeny a to ihned po
ptipravé a poté v Casovych usecich 2 hod, 4 hod, 24 hod, 3, 4,7, 8,9, 11, 14, 16, 18, 21, 23,
25, 28, 35, 42,49 a 66 den.

Byly provadény dva emisni skeny pro kazdy vzorek s nastavenim bandpass 8/8, emisni a
excitacni polarizatory byly nastaveny tak, aby sviraly thel 90° a citlivost detektoru byla
regulovana podle intenzity fluorescence. Prvni sken byl provadén s nastavenim excita¢niho
monochromatoru na 295 nm. Druhy sken mél excitacni monochromator nastaven na 370 nm.

3.24 4.1C spektra DEHS:

Byl ptedestilovan DEHS za snizeného tlaku, ¢imz byl ziskan ¢isty a nedegradovany DEHS.
Nasledng byly provedeny skeny na IC spektrometru FT-IR spektrometr Nicolet Impact 400 za
pouziti ATR krystalu pro roztoky: nedegradovany DEHS, degradovany DEHS, IPA,
degradovany DEHS v IPA a nedegradovany DEHS v IPA. Nastaveni IC spektrometru bylo:
pocet skenti 256, byl pouzit ATR krystal, ktery ma cut-off 800.

3.2.5 3D skeny pro nedegradovany a degradovany DEHS

Za pomoci programu Origin byly zhotoveny 3D skeny pro nedegradovany DEHS a
degradovany DEHS, abychom ziskali spektralni charakterizaci pro oba DEHS, coz by nam
mohlo pomoci pro pochopeni Iluminiscence DEHS. Méfeni bylo provadéno pro:
nedegradovany DEHS, degradovany DEHS, nedegradovany DEHS v IPA, degradovany
DEHS v IPA, nedegradovany DEHS v xylenu, degradovany DEHS v xylenu. Vzorky byly
ptipraveny nasledujicim zptisobem. Pro méfeni Cistého DEHS byly odpipetovano do vialky 3
ml DEHS. Ve vialkdch bylo 1 ml DEHS v 2 ml pfislusného rozpoustédla. Roztoky byly
ponechany na tfepacce po dobu 24h a po ukonceni michani, byly provedeny 3D skeny podle
nasledujiciho nastaveni: ve 3D skenu byl nastaven emisni sken v rozmezi 250-600 nm
s krokem 10 nm, excitacni sken v rozmezi 250-500 nm s krokem 5 nm, bandpass 8/8, emisni a
excitacni polarizatory byly nastaveny tak, aby sviraly uhel 90° a citlivost byla uvolena dle
intenzity fluorescence.

3.3 Metody méreni

3.3.1 Fluorescence

Ve vSech pfipadech méfeni byly vialky uzavieny a ponechany protifepavat do prislusné
doby. Po uplynuti pfislusné doby byly sejmuty vialky z tfepacky a bylo provedeno jejich
meéfeni na luminiscencnim spektrometru AMINCO Bowman Series 2. Méfeni bylo vzdy
provadéno pfi laboratorni teploté 25,0 + 0,1 °C. Stala teplota byla udrzovana v mistnosti
pomoci klimatizace. Veskera méfeni byla provadéna se zapojenim polarizdtoru pro omezeni
vlivu lampy. Detailni nastaveni jsou popsana u danych meéteni.
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3.3.2 FT-IR spektroskopie

Infracervend spektrometrie je metoda, zalozend na méfeni absorpce infraerveného zareni
oruzné vilnové délce analyzovanym materialem. InfraCervenym zafenim se rozumi
elektromagnetické zafeni srozsahem vlnovych délek A 0,78 — 1000 um, coz odpovida
rozsahu vlnoétd 12800 — 10 cm™. Cela oblast byva rozdélena na blizkou (13000 — 4000 cm™),
sttedni (4000 —200 cm™) a vzdalenou infradervenou oblast (200 —10cm™), pii¢emz
nejpouzivangjsi je stiedni oblast.

Metoda vyuziva absorpce infracerveného zafeni pii pruchodu vzorkem, pii které dochazi ke
zménam rota¢né vibranich energetickych stavi molekuly v zavislosti na zménach
dipolového momentu molekuly. Analytickym vystupem je infraCervené spektrum, které je
grafickym zobrazenim funk¢ni zavislosti energie, vétSinou vyjadfené v procentech
transmitance T nebo jednotkach absorbance A na vinové délce A dopadajicitho zareni.
Transmitance (propustnost) je definovana jako pomér intenzity zafeni, které proslo vzorkem,
k intenzité zafeni vychazejiciho ze zdroje.

I
T=— )

I0
I 1 (5)
A =-log—> =log—
gI gT

kde Iypje pavodni svételny tok a I zeslabeny svételny tok vystupujici z ozafené latky [14]
Pouzité nastaveni je pak popsanu v 3.2.4.
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4 VYSLDEKY A DISKUZE
4.1 Spektralni charakterizace DEHS :

Tabulka 2: Vysledna maxima
EX. Max EM. Max

DEHS Prostredi (nm) (nm)
nedegradovany 295 330

BRI A 370 430
degradovany 295 330

8 Y 370 430
nedegradovany 285 330
degradovany methanol 320 390
nedegradovany wlen 295 330
degradovany y 295 330
nedegradovat}y DMSO nerozpusténo
degradovany
nedegradovany 285 330
degradovany cyklohexan 370 430
nedegradovany 295 340
degradovany chloroform 330 400

Vzhledem k vysrazeni DEHS v DMSO nebylo mozné zméfit emisni spektrum. DEHS
dosahoval nejvyssi intenzity fluorescence v IPA a v ethanolu. DEHS v xylenu a chloroformu
mél nejnizsi intenzitu. Polohy maxim excitace a emise DEHS v ruznych prostiedich se prilis
neliily, k nejvétsSim zménam doslo u degradovaného DEHS v methanolu (posun emisniho
maxima o 40 nm) a chloroformu (posun emisniho maxima o 30 nm).

4.2 3D skeny DEHS ve vybranych prostredich

Na 3D skenech (Obr. 6 az 11) mazeme vidét polohy emisnich a excitatnich maxim, které
naznacuji posun k niz§im vlnovym délkam v prostfedich, kterd maji hydroxylové skupiny
jako je izopropylalkohol, ethanol a methanol. V prostiedi IPA dochazi k detekci vyssi
intenzity fluorescence oproti ¢istému DEHS. V methanolu i ethanolu je pak intenzita
fluorescence srovnatelna s ¢istym DEHS. K mirnému posunu excita¢niho maxima k vys§im
vinovym délkdm doslo v pfipadé xylenu a chloroformu avSak v téchto prostfedich doslo k
rapidnimu poklesu intenzity fluorescence oproti Cistému DEHS. Diky zvySeni intenzity
fluorescence DEHS v IPA byl IPA vybran jako nejvhodnégjsi prosttedi pro dalsi experimenty.
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Intenzita

4.3 Stabilitni testy pro DEHS:

V grafech (Obr. 13 a 14) je mozné sledovat trend ristu intenzity s Casem, a tudiz je mozné
se domnivat, ze dochdzi k pomalému rozpousténi DEHS v izopropylalkoholu nebo k
vzajemné interakci. Prudky narast v intenzit€ naméfené po 14 dnech by bylo mozné vysvétlit
tim, ze napfiklad doslo ke zméfeni nerozpusténého DEHS, ¢emuz by odpovidala intenzita 1
tvar vysledného spektra.

Vzorek o koncentraci 182,8 g1! DEHS v IPA nebyl po dobu 18 dnu pln& homogenni, tudiz
by bylo lepsi pouzit jinou metodu michani k ptipravé dalSich roztokd o vysoké koncentraci.
Napriklad pouzitim vykonnéjsiho ultrazvuku nebo pfimou pfipravou z aerosolu. Pri
poslednich méfenich bude chyba z disledku pomalého odpafovani roztoku i v uzaviené
vialce, takze pii poslednich méfeni zbylo minimum vzorku. Tyka se to hlavné vzorka, které
byly michany za laboratorni teploty, ¢isty DEHS se tolik neodpatoval, spi§ se ztraci z
disledkd jeho pomérné vysoké viskozity - pouzival jsem stale ten samy vzorek.

Vzorek DEHS, ktery byl udrzovan pfi teploté 4 °C v lednicce prokazal minimalni narast
intenzity fluorescence jak je patrné na Obr. 13. Na Obr. 14 je pak vidét typicky nartst
intenzity fluorescence v ¢ase, coz by mohlo znamenat, ze dochézi k pozvolnému rozpousténi
DEHS v IPA. Tomuto rozpousténi 1ze napomoci mechanickym michanim.
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Obrdzek 13: Emisni sken pro vzorek o ¢ = 182,8 g1 pri excitaci 370 nm
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Obrazek 14: Emisni sken pro vzorek o ¢ = 152,3 pri excitaci 295 nm

4.4 IC spektra DEHS:

Na nasledujicich obrazcich (Obr. 15 a 16) je srovnani IC spekter, ze kterych je vidét, ze
spektrum slozené vypoctem ze spekter IPA a DEHS je stejné jako spektrum roztoku DEHS v
IPA. Také degradovany a nedegradovany DEHS maji stejnd spektra, coz poukazuje na
nemoznost rozli§it degradovany DEHS od nedegradovaného za pouziti dané metody. Z
vyslednych IC skent Ize konstatovat, ze se v DEHS nenachazi organické latky, které by
zpusobovali fluorescenci. Kontaminace je pak mozna pouze né€kterymi anorganickymi
latkami, jejichz IC zafeni by mohl DEHS pohlcovat na takové trovni, Ze nebylo mozné za
pomoci IC spektroskopie uréit stindné latky. Pro ureni kontaminace by bylo mozné pouzit
velmi zfedéného vzorku vykazujictho fluorescenci (pouziti dodanych vzork) na IC
spektrometru, pouzit plynovou chromatografii nebo hmotnostni spektrometrii.

Vysledky tedy ukazuji na to, Ze je mozna vzorek nekontaminovany aviak z IC spekter
neni mozné urcit interakci mezi DEHS a IPA ktera by se projevila vytvofenim vazeb. Avsak z
3D skent vyplyva, ze dochazi k narGstu intenzity fluorescence v prostiedi IPA, coz naopak
poukazuje na to, ze se tedy musi dochazet k néjakym interakcim.
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4.5 3D skeny pro nedegradovany a degradovany DEHS

Na 3D skenech (Obr. 17 az 22) mizeme vidét polohy emisnich a excitacnich maxim, které
naznacuji posun k niz§im vlnovym délkam v prostiedi IPA a posun k vy§sim vilnovym délkam
v prostiedi xylenu. Tato skuteCnost jiz byla pozorovana v bod¢ 4.2.

Z 3D skent je mozno vidét, ze u degradovaného DEHS dochazi k posunu excitacni i emisni
vinové délky k vy§sim vinovym délkam a to jak pro Cisty DEHS tak i pro DEHS v prostiedich
xylen a IPA. Nejvice je tento efekt patrny u DEHS v IPA, kde je mozno pozorovat snizeni
intenzity maxima a narustu intenzity pfi vyssich vinovych délkach, coz je mozné sledovat na
profilech 3D skent jako rozsifeni oblasti intenzity. Rozsifeni je mozné pozorovat i v prostiedi
xylenu, ktery znacné utlumuje intenzitu fluorescence DEHS. Posun k vy$§im vlnovym
délkam a snizeni intenzity fluorescence pak mize byt zptisoben samotnou degradaci DEHS.

Timto experimentem je tedy potvrzen fakt, ze Casem a postupnym pouzivanim DEHS
v generatoru opravdu dochédzi k degradaci DEHS. Degradovany DEHS pak prechazi
z bezbarvé (popfipade velmi jemné zluté) kapaliny na kapalinu hnédozluté barvy. Projeveni
degradace zménou barvy a vznikem zapachu pii zahtati bylo popsano v praci Stephen M.
Bowes III a David L. Swift [2].
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5 ZAVER

Byla provedena literarni reSerSe dostupnych zdroja k tématice pouziti DEHS jako aerosolu.
Z dostupnych zdroja vSak bylo zjisténo, Ze vlastni luminiscenéni vlastnosti latky DEHS
nebyly zkouméany a tudiz byla tato prace zaméfena na studii chovani a spektralni
charakteristiky latky DEHS.

Bylo zjisténo, ze béhem dlouhodobého uchovavani latky DEHS dochazi k jeji degradaci,
coz se projevi zménou barvy puvodné bezbarvého DEHS na Zlutou az zlutohnédou barvu,
zmeéna barvy byla popsana Stephen M. Bowes III a David L. Swift [2]. K degradaci dochazi
vlivem teploty béhem nékolika tydni v generatoru aerosolovych castic. Z vysledka
experimentll nemizeme jednoznacné urcit, zdali fluorescencni spektrum pfi excitaci 370 nm
opravdu patii pouze degradovanému DEHS vzhledem k tomu Ze jej lze zméfit také u Cistého
DEHS (to vSak muze také byt tim, Ze i Cisty jiz obsahuje malou ¢ast degradovaného DEHS).

Z vyslednych 3D grafti pro spektralni analyzu vyplyva, ze Cisty DEHS ma maximum
intenzity pii nizké vlnové délce excitace (295 nm) a nizs§i vinové délce emise (320 nm).
Oproti tomu DEHS v IPA ma& maximum pii velmi nizké vlnové délce excitace (260 nm) a
nizké vinové délce emise (300 nm), tudiz musi dochézet k urcité interakci, kterd posouva
emisni maximum pro Cisty DEHS k vys$§im vlnovym délkam (interakce DEHS-DEHS). K
nizké vinové délce pro emisi pii excitaci kolem 295 nm dochazi pro prostiedi s hydroxylovou
skupinou (methanol, ethanol a IPA). Jako nevhodnd rozpoustédla se prokazala tyto
rozpoustédla: cyklohexan, chloroform a xylen. Nejvhodnéjsim prostiedim je pak IPA, protoze
lze dosahnout vyssi intenzity pii stejné koncentraci jako u ostatnich prostfedi, coz ma za
nasledek vyssi citlivost (malé zmény budou lépe pozorovatelné).

Stabilitni experimenty prokazaly, ze dochazi k urcité interakci mezi IPA a DEHSem jelikoz
u vzorkll v IPA dochazi s Casem k nartstu intenzity fluorescence a michanim se tento proces
urychli. Tim bychom byly schopni pfipravit kalibracni fadu, ale bylo by potieba par
nepropustnych vialek, jelikoz po ¢as michani dochéazi k zahtivani a pozvolnému vypatovani
IPA. U vzorkd o koncentraci 18,28 g1' a 182,8 g1 DEHS v IPA, které byly michany za
laboratorni teploty, jde sledovat postupné rozpousténi DEHS v IPA a vliv michani na tento
proces, coz se projevilo rapidnim nartistem intenzity fluorescence, kdy u vzorkd doslo béhem
18 dnt k trojnasobnému nartstu intenzity. V neposledni fadé je také patrny rozdil spekter pro
rozdilné koncentrace DEHS v IPA, kde pfi excitaci 295 nm je spektrum vzorku RA strméjsi a
naopak spektrum pfi excitaci 370 nm pro vzorek RB je vice podobné tvaru spektra Cistého
DEHS. U vzorki o koncentraci 152,3 g1' DEHS v IPA je pak také patrny nariist intenzity
fluorescence, ale neni tolik markantni, jako kdyz je zaroven pouzito michani a navic je tento
narast na mnohem del$im Casovém useku. Ale i tak je zde zjevny vliv rozpousténi. U vzorku
Cisttho DEHS (sada S) byla pozorovana stabilita Cistého DEHS a pii porovnani skent
muzeme konstatovat, Ze DEHS pfi uskladnéni v chladu témét nezménil intenzitu fluorescence
za 2 mésice. Oproti tomu doSlo u DEHS udrzovanému pti laboratorni teploté (25-35 °C)
k narastu fluorescence cca o 30%.

Vysledky IC spektrometrie nepotvrdily, ani nevyvratili moznost kontaminace latky DEHS
DEHS s IPA, ktera by vysvétlovala zjiSténou fluorescenci. Pro vyvraceni moznosti
kontaminace nebo potvrzeni interakce mezi DEHSem a IPA budou nutné dalsi postupy.

Z porovnani 3D skeni DEHS nedegradovaného a degradovaného lze vycCist posun
degradovaného DEHS k vys$sim vinovym délkam, coz je ptisouzeno k jeho degradaci.
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Bylo ovétfeno, ze vlastni luminiscence latky DEHS je dostateCna pro detekci pomoci
spektrofluorimetru. Diky vlastni luminiscenci mize samotny DEHS nahradit dfive pouzivany
systém DEHS-fluorescein [2,3,4,5,6]. V novém systému by jako jadro slouzil NaCl a DEHS
by byl luminiscencni obal.

Zavérem lze konstatovat, ze cile prace byly splnény. Prace tedy poskytuje zakladni piehled
o spektralnim charakteru DEHS, rozdilnych spektralnich vlastnostech nedegradovaného a
degradovaného DEHS. Dale bylo popsano chovani DEHS v rtznych rozpoustédlech, kde byl
jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo zvolen IPA. Jelikoz k popisu interakce mezi DEHS a IPA
byly provedeny pouze zakladni experimenty, bude nutné pouzit 1 jinych metod pro zkoumani
této interakce stejné tak 1 potvrzeni ¢i vyvraceni mozné kontaminace.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
7.1 Seznam zKkratek

zkratka
DEHS
IPA
NaCl

vyznam
bis(2-ethylhexyl)dekandioat
isopropylalkohol

chlorid sodny

7.2 Seznam symboli

symbol
A

1

Io

Ia

Ir

k‘

e

vyznam

absorbance

intenzita vystupujiciho zareni

intenzita vstupujiciho zareni

intenzita absorbovaného svétla

intenzita fluorescence

rychlostni konstanta reprezentujici deaktivacni procesy
rychlostni konstanta fluorescence

zakladni stav molekuly

excitovany stav molekuly

zhasec

zakladni stav molekuly

prvni excitovany singletovy stav molekuly
prvni excitovany tripletovy stav molekuly
transmitance

vlnova délka luminiscencni emise

vlnova délka excitovaného zateni

doba zivota fluorescence

kvantovy vytézek fluorescence
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