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ABSTRAKT

Cielom tejto bakalarskej prace je Stidium vhodnej metodiky pripravy luminiscencnych
nanoCastic ~a  charakterizdcia ich  optickych  vlastnosti spojenych s r6znymi
fyzikdlnymi vlastnostami prostredia. Tak isto aj ich pripadnym vyuzitim ako
prostriedkov na sledovanie biologickych preparitov v 3D mikroskopii pomocou
multifotonovej absorpcie. Prdca sa zaoberd najmd nanoCasticami pripravenymi
z N,N-difenylamino-2,5-difenyl-1,4-distyrylbenzen kyanidu a Stidiom ich fluorescen¢nych
a absorpcnych spektier. Pomocou metdédy dynamického rozptylu svetla a pomocou
fluorescencnej spektroskopie je pozorovana zavislost’ vel’kosti pripravenych nanocastic, zmena
ich fluorescencnych vlastnosti a zmena kvantového vytazku v zdvislosti na meniacich sa
vlastnostiach prostredia. Data z multifotonovych absorpénych merani preukazuju, ze tato latka
vykazuje odozvu na multifoténovi excitdciu. V priaci bolo preukdzané, 7Ze tito latka si
zachovava svoje unikatne fluorescencné vlastnosti aj vo forme nanocastic a javi sa teda ako
vhodny kandiddt pre pozorovanie biologickych prepardtov pomocou multifoténovej
fluorescenénej mikroskopie. Dal§im pokraGovanim tejto prace by preto mohlo byt samotné
stanovenie celkového multifotonového absorpéného prierezu tychto pripravenych nanocastic.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to study a suitable methodology for the preparation
of fluminiscent nanoparticles and to characterize their optical properties associated with various
physical properties of environment. Also, their potential use as a means of monitoring
biological preparations in 3D microscopy using multiphoton absorption. In particular, we deal
with nanoparticles prepared from N,N-diphenylamino-2,5-diphenyl-1,4-distyrylbenzene
cyanide and their fluorescence and absorption spectra. Using the dynamic light scattering
method and fluorescence spectroscopy, the dependence of the size of the prepared
nanoparticles, the change in their fluorescence properties and the change in the quantum yield
is observed, depending on the changing environmental properties. Data from multifoton
absorption measurements demonstrate that this substance responds to multifoton excitation. It
has been shown that this substance retains its unique fluorescence properties also in the form
of nanoparticles and thus appears to be a suitable candidate for the observation of biological
preparations using multifoton fluorescence microscopy. Therefore, the continuation of this
work could be the mere determination of the total multifoton absorption cross section of these
prepared nanoparticles.

KLEUCOVE SLOVA
Fluorescencné organické nanocastice, fluorescencia, cCasovo rozliSena fluorescencia,
dynamicky rozptyl svetla, dvojfotonova absorpcia

KEY WORDS

Fluorescent organic nanoparticles, fluorescence, time-resolved fluorescence, dynamic light
scattering, two-photon absorption
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1 UVOD

Organické nanocastice, najméi tie vykazujice fluorescencné vlastnosti, pripravené z malych
organickych molekil v poslednej dobe prilakali zvySeni pozornost prave kvoli svojej
jednoduchosti, dostupnosti a jedineCnym optoelektronickym vlastnostiam. Pre aplikdciu
v oblasti zobrazovacich technik su najvhodnejSie predovSetkym organické molekuly
a m-konjugované polyméry charakteristické svojou multifoténovou aktivitou, ¢ize emisiou
Ziarenia indukovanou sucasnou absorpciou viacerych foténov. Vo vyvoji takychto nanocastic
anajmd vich priprave boli zaznamenané urcité pokroky, ale aj napriek tomu, na rozdiel
od anorganickych nanocastic, téma organickych nanocastic ja stdle malo preskumana [1, 2, 3].

Vyuzitie organickych molekul na stavbu nanocastic so sebou prinasa vel'ké mnozstvo vyhod.
Organické molekuly sa vyznaduji predovSetkym svojou modifikovatel'nost'ou
a potenciondlnou biokompatibilitou. Pomerne jednoduchymi chemickymi reakciami
a postupmi je mozné z jedinej vychodiskovej latky pripravit Siroké spektrum derivatov
s réznymi vlastnostami. Vlastnosti moézu byt cielene podporené alebo potlatené. Nevyhodou
takychto molekdl je vSak ich obmedzena rozpustnost’ v biologicky prijatelnom prostredi, ¢o
znaéne komplikuje ich vyuziteInost v biomedicine. To je ddvod, preco je dolezité sa zaoberat
prave pripravou organickych nanocastic tvoriacich stabilni suspenziu vo vodnom
roztoku [4, 5, 6].

Dolezitym krokom, okrem samotnej pripravy organickych nanocastic, je pozorovanie ich
vlastnosti a ich charakterizacia. Na tento ucel sluzia najmé techniky zaoberajuce sa linedrnymi
a nelinearnymi optickymi vlastnostami, ako napriklad fluorescencné spektroskopia, ¢asovo
rozliSend spektroskopia a multifotonovd mikroskopia. V neposlednom rade, dolezitym
nastrojom pre charakterizaciu suspenzii nanocastic je metoda dynamického rozptylu svetla,
ktord ndm poskytuje informdcie o velkosti Castic vyskytujucich sa v systéme [1, 2].

Z hladiska zamerania tejto prace ma najvacsi vyznam prave jav multifoténovej
absorpcie, fluorescencie a najmé jeho vyuZitie pri pozorovani a analyze biologickych
systémov. Technika multifotonovej mikroskopie sa vyznacuje mnohymi vyhodami. Ako jedna
z méla technik poskytuje moznost’ sledovanie zivych systémov v redlnom ¢ase, in vivo, in vitro
aj in situ. Je to nedestruktivna metoda umoziiujuca zobrazovanie ivého tkaniva do hibky, ktort
nie je mozné dosiahnut beznou fluorescen¢nou alebo konfokalnou mikroskopiou. Excitacné
lasery pracuji vyhradne v blizkej infraCervenej oblasti spektra ato znamend, Ze pouZité
infraCervené ziarenie vel'mi dobre prenika okolitym tkanivom. Tym sa zvySuje penetracna
hibka, ktora dosahuje az hodnoty jedného milimetru, a taktiez potlada rusivy vplyv pozadia.
Pouzitim tejto techniky sa minimalizuje poSkodenie biologickych systémov mnohondsobnym
pouzitim excitatného ziarenia. Preto je vhodnd v kombindcii s laserovou skenovacou
technologiou, ¢o umoziuje vizualizaciu fluorescencie vo forme 3D mapy. V dosledku toho, Ze
fotovybiel'ovanie a fototoxicita obmedzuji pouzitie klasickej fluorescencnej mikroskopie, sa
vlastnosti tejto metody ukazali byt kItiCovymi v mnohych oblastiach pozorovania biologickych
systémov [1, 3, 7].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescen¢né organické nanocastice

Fluorescencné organické nanocastice (FON) su organické molekuly s pritomnym systémom
konjugovanych dvojitych vazieb. Pritomnost’ tohto n-konjugovaného systému ma za nasledok
pomerne jednoduchi moznost’ modifikéacie ich optickych a elektrickych vlastnosti. Jednou
z potencionalne najuzito¢nejSich optickych vlastnosti takychto nanocastic je prave
dvojfoténova absorpcia. V porovnani s konvencnymi nanocasticami pozostavajuicich z réznych
anorganickych molekul a kovov maju tieto organické nanocastice niekol'ko vyhod. Ich
vlastnosti sa daji pomerne l'ahko ovplyvnit a to modifikdciou ich Struktiry, pripadne
pridavkom réznych funkénych skupin v procese syntézy. Syntéza vhodnych molekdl na tvorbu
takychto nanoCastic je viak o nie€o naro¢nejsia. Castokrat pozostava z mnohych krokov
avyzaduje pritomnost’ Specifickych katalyzatorov. Pri syntéze ale mo6zu byt taktieZ pouzité
rozne fluorescencné materidly, ako napriklad malé fluorescencné molekuly, oligoméry alebo
fluorescen¢né polyméry [1, 2, 3, 4].

2.1.1 Vyuzitie organickych nanocastic

Fluorescencné organické nanocastice maji potenciondlne vyuzitie najmi v oblasti
elektroniky, fotoniky a polovodi€ovych suciastok na Grovni nanocastic. Taktiez by takéto
Castice mohli najst uplatnenie vo forme fotokatalyzatorov a fluorescenénych senzorov
pre analyzu biologickych vzoriek molekul a taktiez znecistujucich latok. V oblasti
farmaceutickych vied a biologie by mohli najst’ vyuzitie ako nosiCové systémy pre prenos
a cielenu distribuciu farbiv na znacenie buniek [2, 5, 6].

2.1.2 Metody pripravy nanocastic

Medzi obvykle pouzivané metddy pripravy nanoCastic patria metddy ako bottom—up
a top—down. Cielom tychto metod je kontrolovane vytvarat' nanocastice s rovhakym tvarom
a rovnakou velkost'ou. Pristup pripravy bottom—up, oznaCovany ako pristup zdola nahor,
zacina usporiadanim samotnych atémov latky do vysSich funkénych nanostruktir. Tie potom
d’alej tvoria hlavné sucasti komplikovanejSich systémov. Tato metoda sa prirodzene uplatiiuje
najmd v prirode okolo nds, kde na podobnom principe funguje vytvdranie biologickych
Struktir. Metoda je zalozend na vyuzivani kontrolovatelnych chemickych reakcii, ktorymi je
mozné pripravit Castice o velkosti asi 2—-10 nm. Priprava takychto Castic moze prebiehat
v roztokoch, ale aj v plynnej faze, napriklad za vyuzitia chemickej depozicie v plynnej faze
(CVD), plazmova alebo plameriova syntéza a pod. Postup top—down, oznaCovany ako postup
zhora dolu, je charakteristicky tym, Ze do nanosveta sa dostdvame z makrosveta. Jednd sa
o fyzikélny postup pri ktorom vyuZivame objekty z makrosveta, s ktorymi sa jednoducho
manipuluje. Metoda d’alej pozostava zo suboru krokov, ktorych cielom je vstupné objekty
zmenSovat’ a postupne dostat’ ich vel'kost' na pozadovani hodnotu nanostveta, co je priblizne
10-100 nm. Metoda zahriiuje rdézne postupy ako napriklad pdsobenie ultrazvuku, drtenie,
mletie atd. Tieto metddy pripravy nanocastic st vSak vhodnejSie pri priprave Castic
z anorganickych latok [7, 8, 9].



Pri  priprave organickych fluorescencnych nanocastic sa vyuZiva principu
samousporiadavania. Tento proces je relativne jednoduchy a je ho mozné aplikovat’ na Siroké
spektrum materidlov. Jednou z moZnosti je napriklad zmieSanie opacne nabitych
fluorescenénych molekal spolu s vhodnym spojovacim ¢inidlom v spravnom pomere.
Nanocastice sa vytvoria samé vplyvom réznych medzimolekulovych interakcii a to
prostrednictvom elektrostatickych interakcii, vodikovych mostikov, hydrofébnych interakcif,
ale taktiez prostrednictvom kovalentnej vizby. Takyto spdsob pripravy nanocasti¢ vSak ma
Casto za nasledok zniZenie ich fluorescencie alebo ovplyvnenie ich fotochemickej stability.
Na pripravu organickych fluorescennych nanocastic sa v §irokej miere vyuziva aj zrdZacia
metdéda. Tato metdoda spoCiva vo vyzrazani nanocastic pridavkom rozpustadla, v ktorom
nanocCastice uz nadalej nie si rozpustné. NajcastejSie je vychodzim roztokom roztok
hydrofobnej zluceniny rozpustenej v nepolarnom rozpustadle. Do takto pripraveného roztoku
sa za staleho mieSania vpravi, velké mnozstvo polarneho rozpustadla, najcastejSie vody.
Miesanie zmesi urychli proces zrazania Castic zliceniny vo forme nanoagregatov pripadne
nanokrystalov. Takymto sposobom dokazu byt ziskané nanocastice s roznymi optickymi
vlastnostami [2, 5, 10].

2.2 Fotoluminiscencia

Fotoluminiscencii predchddza proces exciticie molekdl prostrednictvom absorpcie
elektromagnetického Ziarenia o vhodnej vinovej dizke. Tieto molekuly st najma molekuly latok
so systémom konjugovanych dvojitych vazieb, aromatické zluceniny, heterocyklické zluceniny
alebo organkovové zluceniny. Molekuly sa zvyc€ajne nachadzaju v zakladnom stave, Cize
v energeticky najniZSom stave, s elektronom lokalizovanym na zdkladnej singletovej hladine
So. Po absorpcii Ziarenia o vhodnej vinovej dizke dochadza k presunu elektronu zo zakladného
stavu do energeticky vysSieho stavu, pricom absorbovana energia musi byt rovna rozdielu
zékladného a nového excitovaného stavu. Prvym z nich je singletovy stav (S1), v ktorom st
spiny oboch elektronov antiparalelné. Z kvantovo-mechanického hladiska je vytvorenie
singletového excitovaného stavu najpravdepodobnejSie. Druhym typom je tripletovy stav (T).
V tomto pripade su spiny oboch elektronov paralelné [10, 11, 12, 13].

Pri prechode systému z excitovaného stavu do stavu s nizSou energiou dochddza k emisi
Ziarenia. Tento jav sa nazyva fluorescencia. Objavuje sa v jednoduchych, aj v komplexnejSich
systémoch, ¢i uz vo faze plynnej, kvapalnej alebo pevnej. Fluorescencia je sekundarne ziarenie,
ktoré je charakteristické tym, ze dochéadza k vyziareniu energie vo vel'mi kratkej dobe, radovo
10° s az 10° s. Emitované Ziarenie je vyziarené molekulou, ktord energiu pohltila. Jednd sa
o prechod z prvého singletového stavu (S;) do zdkladnej hladiny (S,). Fluorescencia bola
pomenovand podl'a mineralu fluoritu €iZe kazivca, u ktorého bol tento jav prvykrat pozorovany.
U anorganickych zlucenin je fluorescencia pozorovana len velmi zriedkavo. Castejsie je teda
mozné pozorovat fluorescenciu u organickych latok, z ktorych s najcastejSie pouzivané
zliCeniny obsahujuce aromatické cykly. Zakladné charakteristiky fluorescencie si najméi
intenzita, spektralne zloZenie, polarizicia, doba dohasinania a rozne koheren¢né vlastnosti.
Najvyraznejsi priklad fluorescencie nastava, ked’ je absorpcné ziarenie v ultrafialovej oblasti
spektra a teda neviditeI'né pre l'udské oko, zatial' Co emitované svetlo je vo viditel'nej oblasti,



¢o dava fluorescencnej latke zretelnu farbu, ktord mozno vidiet len pri vystaveni UV
Ziareniu [11, 12].

Dolezitym parametrom fluorescencie je jej intenzita. Intenzita fluorescencie je umernd
intenzite nasobenej kvantovym vytazkom fluorescencie. Fluorescencia sa musi merat’ pod
presnym uhlom, aby sa zamedzilo ovplyvneniu vysledkov pripadnou nesimernostou systému.
Vd'aka pouzitiu citlivych fotonasobi¢ov na detekciu fluorescencného ziarenia a pri intenzivnom
osvetleni vzorky moéze byt detekovana aj vel'mi nizka koncentracia fluoreskujicich latok. Kvoli
citlivosti, ktora metoda poskytuje, je mozné merat koncentracie az 1072 mol/l ¢o je
prinajmensom o 4 rady vysSia citlivost, nez pri absorpénom merani. V dosledku toho, ze
kvantovy vyt'azok fluorescencie roztokov zlozitejSich molekul je zvycajne nezavisly na vinove;j
dizke excitaéného Ziarenia, je excitaéné spektrum fluorescencie zriedenych roztokov presnou
kopiou ich absorpéného spektra a tak je mozné spektrofluorimetricky ziskat absorpéné
spektrum latky pri ovela nizSej koncentracii ako v pripade merania absorpcie
na spektrofotometri [11, 13].

2.2.1 Jablonského diagram

Fotofyziku organickych molekul prehl'adne ilustruje Jabtonskiho diagram (Obrdzok I). Jeho
zékladné schéma tvori zobrazenie relativnych energii molekul v zdkladnej a excitovanej forme.
Procesy, pri ktorych nedochiddza k emisii viditelného ziarenia sa uskutoCfiuji medzi
vibraCne-rotacnymi hladinami roznych elektronovych stavov. Pri tychto procesoch sa nemeni
celkova energia systému. Tieto neZiarivé procesy su v diagrame rdzne oznacené, podla toho,
akym mechanizmom sa uskuto¢iuju. Relaxacia excitovaného stavu do jeho najnizSieho
vibracného stavu je nazyvana vibracna relaxacia. Tento proces zahfiia rozptylenie energie
z molekuly do jej okolia a preto sa nemdze vyskytovat’ u osamostatnenych molekil. Dal§im
typom neziarivého prechodu je tzv. vnitornad konverzia, kedy dochadza k tomu, ze vibracny
stav elektricky vysSSieho stavu sa mdze spajat’ s vibratnym stavom niZSieho elektronického
stavu. Tretim typom je prechod medzi systémovy, medzi-systémovy prechod. Je to prechod na
stav s inou multiplicitou spinu. Tento prechod méze byt nasledovany fosforescenciou. Procesy,
pri ktorych sa meni celkova energia systému, su oznacené priamymi Sipkami. Tieto procesy su
ziarivé procesy, zahfiiajuce absorpciu, ktora sa uskutocCriuje pri prechode do vysSieho
energetického stavu alebo emisiu, pri ktorej dochddza k uvolneniu ziarenia vo forme fotonu.
Diagram je pomenovany po pol'skom fyzikovi Aleksanderovi Jabtonskim [11].
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Obrdzok 1: Jablonskiho diagram popisujici jednotlivé Ziarivé a neZiarivé prechody medzi roznymi
energetickymi hladinami

2.2.2 Franck-Condonov princip a Stokesov posun

Franck-Condonov princip charakterizuje intenzitu vibracnych prechodov vo vnutri molekuly.
Pri prechode elektrénov medzi jednotlivymi energetickymi hladinami sposobeného napriklad
ioniz4ciou, jadrovd konfigurdcia ostdva nezmenend. Toto je spdsobené tym ,Ze hmotnosti
elektronov v obale a jadier atdbmov st vyrazne odliSné. Prechod elektrénov je preto omnoho
rychlejs$i ako odozva jadier. V excitovanom stave tak dochddza k zmene hustoty elektronov
na rdznych miestach v molekule. Na povodne stacionarne jadra tak zacne pdsobit’ nova sila,
ktora zapriCini vibraciu jadier. K relaxacnej vibracii preto dochadza az po tom, ¢o na novu
elektréonovi konfigurdciu zareaguje aj jadro atému. V pripade, Ze okolie chromoforu tvori
polarne prostredie a ak excitovany stav je charakteristicky vac§im dipolom nez zakladny stav,
tak energia tohto excitovaného stavu je v dosledku relaxacie rozpustadla znizena. PretoZe
hustota elektrénov a ich distribicia v molekule je v excitovanom stave ind ako v zdkladnom
stave, tak aj orientacia molekul rozpustadla v tesnej blizkosti chromoforu je rozdielna. ZniZenie
energie excitovaného stavu ma potom za nasledok to, Ze energia emitovaného foténu je nizSia,
ako by sme predpokladali [13].

Pocas vibracnej relaxacie, ktora sa uskutoCiiuje v excitovanom stave, excitovany elektrén
prichddza o Cast' svojej energie. Pri deexcitacii tak dochadza k emitovaniu foténu o nizsej
energii, Gize o vy§dej vinovej dizke aki malo povodné absorbované Ziarenie. Tym dochadza
k charakteristickému posunu maxima ziarenia emitovaného vo¢i maximu excitacného ziarenia.
Tento posun sa nazyva Stokesov posun [13, 14, 15].

2.2.3 Limitacie fluorescenénych merani

Pri merani fluorescencie je ddlezité brat’ do tivahy aj niektoré limitacie tohto merania. Medzi
najvyraznejsie javy ovplyviiujuce kvalitu vysledkov patri rozptyl excitaného ziarenia. Tento
rozptyl je zapric¢ineny bud pritomnostou molekul samotného rozpustadla, tzv. Rayleighov
rozptyl, alebo pritomnostou malych Castic, tzv. Tyndallov rozptyl. Urcita Cast excitaéného
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ziarenia moze byt taktiez absorbovana molekulami rozpustadla. Vysledkom je pritomnost
nezanedbatel'ného rozptylu najmi pri va&sich vinovych dizkach, vtedy sa jedna o tzv. Ramanov
rozptyl. Dalfou limitaciou je zhaSanie fluorescencie. Molekuly absorbujiice svetlo mdzu
absorbovat’ excitacné, ale aj emitované ziarenie, Co sa prejavi zhasanim fluorescencie. Toto
modze byt spdsobené prili§ vysokou koncentraciou absorbujicich molekul v roztoku. Tento
efekt sa tiez nazyva aj vnutorny filtraény efekt. Pri d’alSom zvySovani koncentracie fluoroforu
v roztoku dochddza k postupnému znizovaniu kvantového vytazku fluorescencie. Medzi
limitdcie taktieZ patri charakteristickd fotostabilita fluoroforu. Pri opakovanom a vysoko
intenzivnom excitovani dochddza, v pripade niektorych fluoroforov, k sérii fotochemickych
reakcii, ktoré postupne zapricinia upadok intenzity fluorescencie [15, 16].

2.2.4 Kvantovy vytazok fluorescencie

Pri absorpcii fotonu fluoroforom dochddza k vytvoreniu excitovaného stavu s vy$Sou energiou.
To, ¢o sa stane potom, ma priamy suvis s povahou a Struktdrou fluoroforu, tak isto ako
s fyzikalnymi vlastnost'ami prostredia tvoreného rozpustadlom. Vysledkom je vSak zakazdym
strata energie andvrat do pdovodného stavu s nizSou energiou. Deaktivicia excitovaného
fluoroforu moze byt sprostredkovana bud’ ziarivymi, alebo neziarivymi prechodmi. Kvantovy
vytazok fluorescencie (¢) je pomer medzi mnoZstvom foténov latkou vyZiarenych
a mnozstvom foténov latkou pohltenych — absorbovanych. Inak povedané, kvantovy vytazok
urcuje pravdepodobnost’, s ktorou je excitovany stav deaktivovany skor fluorescenciou, nez
inym neZiarivym mechanizmom. Intenzita fluorescencie F je preto priamo imernd mnoZstvu
absorbovaného Ziarenia,

F=¢,—-D, ey

kde I, je intenzita svetla dopadajiceho a I je intenzita svetla prechddzajiceho latkou. Pretoze
1/1, = 107€ (Beer-Lambertov zikon), mnoZstvo absorbovaného svetla moZzeme vyjadrit’ ako

Iy — 1 = I,(1 —107¢), (2)
Spojenim rovnic (1) a (2) ziskame vztah
F = ¢lo(1— 107, 3)
kde & je moldrny absorpény koeficient, [ je dizka opticekj drahy ac je koncentricia
fluoreskujicej latky. Pri nizkej koncentricii fluoreskujicej latky vSak plati pre intenzituj
fluorescencie vzt'ah
F = 2,3¢l,elc. (4)

Z toho vyplyva, ze zavislost intenzity fluorescencie na koncentracii ma linearny charakter
len pri vel'mi zriedenych roztokoch, a to s hodnotou absorpcie niZSou ako 0,02. Z rovnice (4)
je zjavné, Ze intenzita fluorescencie je priamo uUmernd intenzite zdroja Ziarenia. Preto,
pre vySenie citlivosti tohto merania, je vyhodnejSie pouzit zdroj Zziarenia vo forme
laseru [15, 17].
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2.2.5 Doba zivota fluorescencie

Doba zivota fluorescencie vyjadruje Cas, ktory fluorofor stravi v energeticky vySSom
excitovanom stave predtym, nez sa dojde k ndvratu do zdkladného stavu s niZzSou energiou. Aby
bolo tento prechod mozné zaznamenat’, musi byt’ sprevadzany emitovanim fotonu. Doba zivota
fluorescencie sa moze pohybovat v rozsahu niekol'kych pikosekund az stoviek nanosekund.
Pri excitacii fluoroforu, doba zivota fluorescencie je Cas, ktory je potrebny na deexcitaciu
ur¢itétho mnozstva excitovanych molekul na hodnotu 1/e alebo 36,8% povodného mnozZstva
molekil, ¢o znazoriiuje Obrdzok 2. Pokles intenzity je funkciou ¢asu podl'a rovnice:

I, = ae™t/7, )

kde I je intezita v Case t, a je predexponencidlny faktor a 7 je doba Zivota fluorescencie. Ak
deaktivaciu fluoroforu je mozné popisat’ len za pouzitia jedného predexponencialneho faktoru
a doba Zivota je v porovnani s dizkou excitaéného pulzu vysoka, potom je mozné dobu Zivota
fluorescencie stanovit’ priamo pomocou sklonu krivky [13, 14, 15].

1.00
/ Excitény pulz
= Fluorescencia
= /
a
g
l/e

T Cas

Obrdzok 2: Obrdzok znazornujuci grafické urcenie doby Zivota fluorescencie
2.3 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla je fyzikalna technika ktora sa pouziva najméa na urcenie distribucie
vel'kosti Castic v roztoku alebo suspenzii. Tato technika patri medzi neinvazivne techniky
merania vel'kosti ¢astic a molekil. Vzorka je vloZzena do kyvety a oZiarend zdrojom Ziarenia.
Toto ziarenie nedosahuje vysokych intenzit, preto pocas experimentu nedochadza ku ziadnym
zmenam vo vzorke. Velkost Castic sa urCuje na zéklade sledovania Brownovho pohybu
v suspenzii. Jednd sa o pohyb nahodny, zapriineny vzajomnymi interakciami a zrazkami
molekdl a Castic vo vnutri systému. Dynamicky rozptyl svetla teda sleduje najma rychlost
astic podliehajicich Brownovmu pohybu. Z pravidla plati, ze menSie Castice sa pohybuju
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rychlejSie a Castice vacSie pomalsie. Rychlost Brownovho pohybu je definovana translaénym
difiznym koeficientom oznacovanym pismenom D. Tento koeficient je prevedeny na vel'kost
Castic pomocou Stokes-Einsteinovej rovnice, ktord ma4 tvar:

kT

dy = ——,
"= 3D ©6)

kde dy je hydrodynamicky priemer, k je Boltzmannova konStanta, T je termodynamicka teplota
an je viskozita. Hodnota viskozity prostredia je zavisla na termodynamickej teplote, o je
teplota, pri ktorej bolo prevedené meranie. Vysledkom tejto rovnice je teda hodnota
hydrodynamického priemeru. Hydrodynamicky priemer urCuje priemer pevnej castice
gul'ovitého tvaru, ktora difunduje suspenziou cCastic rovnakou rychlostou ako Castica alebo
molekula, ktord je prdve merana.

Hodnota hydrodynamického priemeru je zdvisld na idnovej sile roztoku, povrchovej
Strukture a celkovom tvare Castice. Ionova sila roztoku ovplyviiuje predovsetkym hrubku vrstvy
nabitych Castic obklopujucich Casticu. S rasticou iénovou silou klesa hribka tejto vrstvy.
Z toho vyplyva, ze pre rovnaka suspenziu Castic by sa ziskany hydrodynamicky priemer lisil
v roztoku s vy$Sou i6novou silou od toho v roztoku s nizSou iénovou silou. Vplyv povrchovej
Struktiry je najvyraznejs$i najmi vtedy, ked” povrch Castice je tvoreny molekulami alebo ich
castami vyc¢nievajucimi do okolitého priestoru. To zvySuje odpor prostredia a zniZuje diftiznu
rychlost’ Castice suspenziou. Ked sa cCastica vyznaCuje nepravidelnym tvarom, hodnota
diftzneho koeficientu sa mdze pri viacnasobnych meraniach 1isit. Zavisi to na tom, v akej
polohe sa Castica nachadzala v dobe daného merania a s akym odporom tak difundovala
systémom [18, 19].

2.4 Dvojfotonova absorpcia Ziarenia

Jednofoténova absorpcia je fyzikédlny proces, pri ktorom dochddza k pohlteniu energie jedného
fotonu latkou, ktorej valencné elektrony nasledne prechadzaji medzi dvoma uroviiami energie.
Na principe absorpcie Ziarenia pracuje mnozstvo roznych analytickych pristrojov a zariadeni.
V praxi sa najCastejSie mozeme stretnut’ prave s UV-VIS spektrofotometrami, ktoré pracuji
na principe tohto javu.

Dvojfoténova absorpcia je fyzikalny jav, pri ktorom dochddza, narozdiel od jednofoténovej
absorpcie, k absorpcii energie nie jedného, ale hned” dvoch fotonov o rovnakej alebo rdznej
frekvencii ateda ienergie chromoforom. Takto pohltend energia sa ndsledne vyuZije
na excitdciou chromoforu z jeho zdkladného stavu do stavu s vySSou energiou, tzv.
excitovaného stavu. Energeticky rozdiel medzi tymito dvoma stavmi je rovny suctu energii
absorbovanych foténov potrebnych na takyto prechod. Tento proces patri do skupiny
nelinedrnych optickych procesov. Tento jav bol pdvodne predpovedany v roku 1931
teoretickou fyzickou Mariou Goppert Mayerovou, kedy sa jej vo svojej praci podarilo dokazat
pravdepodobnost’ tohto javu matematicky. Az o celych tridsat’ rokov neskor bol tento jav po
prvykrat testovany aovereny experimentom. To bolo mozné vdaka vynalezu vysoko
vykonného zdroju Ziarenia, laseru.
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Hlavny rozdiel, medzi absorpciou jedného a dvoch foténov je v tom, Ze miera prechodu
molekdl medzi dvoma energetickymi stavmi v dosledku dvojfoténovej absorpcie zdvisi
na druhej mocnine intenzity dopadajiceho svetla. To znamend, Ze pri nizkych intenzitich
excitacného svetla je absorpcia 0 mnohondsobne slabsia ako linedrna absorpcia jedného foténu.
Zavislost’ absorpcie teda rastie exponencialne a nad linearnou absorpciou moze dominovat
hlavne pri vysokych intenzitach dopadajuceho svetla. Miera dvojfotonovej absorpcie moze byt
vyjadrena vd’aka zavedenému parametru dvojfotonového absorpéného prierezu (otpa). Hodnoty
orpa odliSnych materidlov su stanovované pomocou roznych technik, medzi ktoré patria najma
dvoma foténmi excitovand fluorescencia, ktord sa pouziva najmi u fluoreskujicich Il4tok,
aZ-scan, ktory sa pouZiva vpripade latok nedisponujucich fluorescencnymi
vlastnostami [1, 3, 13, 20].

Priebeh excitacie znazoriiuje Obrdzok 3. Aby k tomuto javu vdbec doslo, je potrebné aby
dva fotony zasiahli molekulu vo vel'mi kratkom momente a to v priebehu jednej femtosekund
(10 s). Najskor s molekulou interaguje prvy dopadajici fotén, ktory jej dodd energiu
a sprostredkuje prechod zo zakladného energetického stavu do tzv. virtudlneho (dovolného)
stavu s vy$Sou energiou. Tento stav nie je skutocnym energetickym stavom molekuly a existuje
len na velmi kratku dobu. Na to aby bol dosiahnuty excitovany stav je potrebné, aby pocas
tohto velmi kratkeho okamihu doslo k interakcii aj druhého foténu s molekulou. To zaisti
nadobudnutie excitovaného stavu molekulou. Na vytvorenie takychto podmienok je preto
samozrejme potrebny vykonny zdroj Ziarenia, sustredeny laser, ktory dokaze produkovat’ vel'mi
kratke impulzy svetla a s velkym vykonom. Dvojfoténova absorpcia mdze d'alej viest
k dvojfoténovej excitovanej fluorescencii, kedy excitovany stav vytvoreny v ddsledku
absorpcie dvoch foténov spontdnne prejde do nizSieho energetického stavu. Tento prechod je
zaroven sprevadzany emisiou ziarenia. Takto ziskané fluorescencné spektrum by malo byt
zhodné s tym, ktoré sa da ziskat pri absorpcii jedného fotonu. Technoldgia, ktord pracuje
na principe tohto javu, sa nazyva dvojfoténova mikroskopia [3, 13, 20].

Excitovany stav Ey

F 9
()]
Druhy fotén A NN\
.......... Dovoleny stav
w + )

Prvy foton  ANN\/>

Zakladny stav S

Obrdzok 3: Schéma energetickych hladin spojenych s absorpciou dvoch fotonov s rovnakou energiou
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2.5 Sucasny stav rieSenej problematiky

Organické nanocastice vykazujuce fluorescenciu indukovanu absorpciou dvoch fotonov
v sucasnosti podliehaji intenzivhemu vyskumu. Ako latky snajvacsim potencidlom
pre pripravu tychto nanocastic sa javia byt predovsetkym molekuly na baze tetrafenyleténu
a trifenylaminu. Tieto l4tky vykazuji znacnu citlivost na excitaciu dvomi fotonmi a hlavne
poskytuju moznost’ pomerne jednoduchej Gpravy. Na zlepSenie ich dvojfoténovej absorpcie
boli preto, navrhnuté a syntetizované ro6zne derivaty tvoriace predovSetkym dipoldrne,
kvadrupoldrne a oktupoldrne systémy. Takto pripravené systémy sa vyznacuju pritomnostou
funkénych skupin selektron donornym a akceptornym charakterom. Systémy s tymito
vlastnostami si charakteristické pomerne vysokym dvojfotonovym  absorpénym
prierezom [1, 2].

Vlastnosti pripravenych litok si skimané v rdéznych rozpustadlach liSiacimi sa najmé
svojou polaritou. Sleduje sa vplyv ich pripravy a prostredia na ich fluorescencné vlastnosti.
V dosledku zjednodusSenia ich aplikdcie ako prostriedkov pozorovania biologickych systémov
su zrdZzacimi procesmi pripravované nanocastice, ktoré sa vyznacuju svojou rozpustnostou
a stabilitou vo vodnom prostredi. Ich rozpustnost' vo vode je pre ich aplikaciu v biomedicine
kritickd. Skimany je taktiez aj vplyv roznych povrchovo aktivnych latok na tvorbu a vlastnosti
nanocastic. Taktiez bola modifikovana ich samotna priprava, kedy bolo cielom pripravit
Castice so zlozitejSou Struktirou pozostavajucou z viacerych povrchovych vrstiev. Takto
pripravené nanocastice su zlozené z dvoch réznych chromovorov vybranych za ucelom
zlepSenia efektivity prenosu excitacnej energie medzi jednotlivymi komponentmi nanocastic.
Priprava jadra nanocastic prebieha ako prva len zjedného druhu chromofor. Rovnakym
procesom zrdzania je ndsledne jadro obalené vrstvou molekil rozdielneho chromoforu. Vytvori
sa plast nanocCastice. Proces prenosu excitacnej energie prebieha najmi na rozhrani plastu
ajadra. Vysledkom je, Ze fluorescencia je lokalizovand prdve na tomto rozhrani a je
pozorovatelne intenzivnejS§ia ako unanoCastic pozostavajucich len zjedného typu
chromofor [1, 2, 5, 10].

Metdda dvojfotonove) fluorescencnej mikroskopie sa v poslednej dobe tesi velkej obl'ube.
Latky pouzivané ako fluorescencné sondy, u ktorych je pozorovand dvojfoténova absorpcia, si
pomerne dobre dostupné. Taktiez si zndme aj latky s rovnakymi vlastnostami prirodzene sa
vyskytujice v biologickych prepardtoch, ako su napriklad kofaktory FAD a NAD(P)H. Ich
pritomnost a distribuciu v bunke je mozné sledovat dvojfoténovou fluorescencnou
mikroskopiou. Problémom komer¢ne dostupnych sond je vSak ich obmedzend fotostabilita
a pripadna rozpustnost len v organickych rozpustadlach. Spoloénym cielom je preto
prostrednictvom syntézy z roznych prekurzorov, ¢o najviac zdokonalit’ dvojfotonové vlastnosti
takychto latok a hlavne dokazat' ich optické vlastnosti v pevnej faze preniest aj do vodného
prostredia [3, 5, 21].

Nanocastice vo vodnej suspenzii uz boli testované ako kontrastné latky in vivo
3D dvojfotonového fluorescencného zobrazovania biologického preparatu. Sledovanym
objektom bola Xenopus laevis v $tadiu Zubrienky. Suspenzia bola do krvného obehu vpravend
injek¢ne. Tento experiment mal predovsetkym za ulohu zistit ako sa pripravena suspenzia
sprava v krvnom obehu Zivého organizmu. Snimky zhotovené dvojfoténovym fluorescenénym
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mikroskopom sa nachddzajd na Obrdzku 4. Tymto experimentom bolo potvrdené, Ze nanocastice
pripravené z vhodnych molekul sa naozaj daju pouzit’ ako prostriedky na 3D zobrazovanie
biologickych preparatov [2].

100 prry

Obrdzok 4: Snimky tkaniva Zubrienky zostrojené dvojfotonovou fluorescencnou mikroskopiou po
vstrieknuti suspenzie fluorescencnych nanocastic do krvného obehu. Snimky boli zhotovené po 20
a 90 miniitach od vstreknutia. Cervend farba patri svalovému tkanivu, zatial ¢o zelend farba
signalizuje pritomnost fluorescencnej sondy v podobe vstreknutej suspenzie nanocastic [2].

16



3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité pristroje a pomocky

e Magnetickd mieSacka Big Squid IKAMAG - IKA, (BioTech a.s.)

e Analytické vdhy ew 620-3NM, (KERN)

e Spektrofotometer UV-VIS HITACHI U-3900H

e Koloidny DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS, (Malvern Panalytical)
e Fluorescencny spektrometer Horiba FluoroLoge

e Spektrofluorometer Fluorocube, (Horiba Jobin Yvon Scientific, Inc.)
e Spektrograf Shamrock sr-303i s kamerovym detektorom Andor iStar
o Striekackovy filter ProFill RC/0,45 pum, (Fisher Scientific, spol. s r.0.)
e Bezné laboratérne sklo a vybavenie

3.2 Pouzité chemikalie

Na pripravu nanocastic bola pouzita latka N,N-difenylamino-2,5-difenyl-1,4-distyrylbenzen
kyanid (d’alej uz len DPA-DP-DSB-CN). Této litka pochddza zo série latok syntetizovanych
Ing. Karelom Paukom, Ph.D. na Univerzite Pardubice, odkial' bola litka aj prevzata [22].
Molekuldrna Struktdra latky je zobrazend v Obrdzku 5. Na pripravu zédsobného roztoku
DPA-DP-DSB-CN bol pouzity tetrahydrofuran (THF) s istotou p. a. zakupeny od spolo¢nosti
Sigma-Aldrich. Na pripravu roztokov nanocastic bola pouzita destilovana voda.

Obrdzok 5: Molekuldrna struktiira DPA-DP-DSB-CN [22]

3.3 Priprava zasobného roztoku a roztokov nanocastic

Najskor bol pripraveny zdsobny roztok liatky DPA-DP-DSB-CN, ktory sa d’alej pouzival
na pripravu roztokov nanocastic o rdznej koncentrdcii. Na analytickej vdhe bola odvazena
navdzka latky o hmotnosti 2,6 mg. Roztok bol nasledne pripraveny rozpustenim navazky
v 2,5 ml rozpustadla THF. Takymto sposobom bol pripraveny roztok o findlnej koncentracii
1,66 mmol-dm™. Ten bol kvdli trvanlivosti uschovany v tmavej vialke na mieste s minimalnym
pristupom svetla.

Zasobny roztok DPA-DP-DSB-CN bol pouzity na pripravu roztokov nanocastic. Jednotlivé
roztoky boli pripravené s rdznym pomerom vody a zdsobného roztoku, tak aby ich findlny
objem bol vZdy 5 ml. Pripravu roztokov a jednotlivé objemy vody a zdsobného roztoku
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znazoriiuje Tabulka 1. Hodnoty objemu neboli vybrané ndhodne. Roztok ¢. 1 predstavuje

roztok, s najnizSou koncentraciou ktord bolo mozné pripravit’ kvoli rozsahu pouzitej pipety.

Roztok €. 6 je roztok, ktory sa vyznacuje pomerom vody a zdsobného roztoku priblizne 1:50.

Tento pomer sa pri koncentricii zdsobného roztoku 1,66 mmol-dm™ preukdzal ako minimélny

pomer zdsobného roztoku a destilovanej vody, kedy eSte nedochddza k vytvoreniu zakaleného
roztoku. Roztoky o niZSom zmieSavacom pomere ako 1:50 boli charakteristické jemnym

zakalom, Co s najvacSou pravdepodobnostou dokazuje pritomnost’ Castic vacSich ako 1 um.

Nanocastice boli pripravené pridavkom urcitého objemu rozpustenej latky v THF do malej
vialky s vodou, za stdleho mieSania. MieSanie kazdého roztoku prebiehalo na magnetickej

mieSace po dobu 5 mindt pri 1000 RPM. Roztoky nanocastic mali na pohl'ad rovnaké zlté

sfarbenie ako povodna latka v roztoku THF, z ktorej boli pripravené.

Tabulka 1: Koncentracna rada pripravenych roztokov nanocastic, kde V, je objem zdsobného roztoku
DPA-DP-DSB-CN, V, je objem vody a c je koncentrdcia charakterizujiica mnoZstvo ldtky v podobe

nanocastic vzhladom na objem

Cislo roztoku Vi[ml] Vv [ml] ¢ [mol-dm=]
1 0,02 4,98 6,64-107
2 0,04 4,96 1,33-10"
3 0,06 4,94 1,99-10*
4 0,08 4,92 2,66-10*
5 0,10 4,90 3,32:10*
6 0,12 4,88 3,98-10*
7 0,15 4,85 4,98-10*
8 0,20 4,80 6,64-10*
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Charakterizacia nanocastic
4.1.1 UV-VIS spektroskopia

Meranie roztokov prebiehalo hned po priprave na UV-Vis spektrometri HITACHI
v kremennych kyvetach. Kremenné kyvety boli zvolené z ddvodu merania absorpcie aj v UV
oblasti svetelného spektra. Kremenné sklo, z ktorého st kyvety vyrobené, neabsorbuje Ziarenie
v tejto oblasti vinovych diZok, preto je na meranie idealne. Rozsah vinovych dizok bol
nastaveny od 200 nm po 800 nm s krokom 1 nm.

Ako prvy bol premerany zdsobny roztok rozpustenej litky DPA-DP-DSB-CN v THF.
Nasledne bol pre porovnanie premerany roztok ¢. 4 obsahujuci pripravené nanocastice. Tento
roztok bol zvoleny kvoli tomu, Ze hodnota absorpcie v maxime sa nachddzala v intervale medzi
0,8 az 1. Déta pre absorpciu latky v pevnom skupenstve v tenkej vrstve boli k dispozicii uz pred
zaCiatkom experimentu. Namerané spektrd si zndzornené v jednom spolocnom grafe kvoli
posudeniu zmeny polohy absorpéného maxima jednotlivych vzoriek. Absorpcia bola pre toto
porovnanie normalizovand na hodnotu 1 v maximdch absorpcii.

Absorpéné spektra zasobného roztoku DPA-DP-DSB-CN, pripraveného roztoku ¢. 4
obsahujuceho nanocastice a litky DPA-DP-DSB-CN v pevhom skupenstve vo forme tenkej
vrstvy znazoriuje Obrdzok 6. Hodnoty absorpcii boli normalizované pre ucely grafu. Meranie
absorpcie zdsobného roztoku DPA-DP-DSB-CN aroztoku nanocastic prebiehalo
v kremennych kyvetdch v rozsahu vinovych dizok 200800 nm. Graf avsak obsahuje spektrd
zobrazené len od 280 nm. Je tomu tak kvoli tomu, Ze pri vinovej dizke 200 az 280 nm sa
vyskytovalo zrete'né rusenie a Sum signalu. Toto ruSenie mohlo byt pravdepodobne spdsobené
pritomnostou samotnych nanocastic, taktiez ako absorpciou rozpustadla THF a vody
pritomnych v kazdom roztoku. Na obidvoch spektrach su jasne viditel'né a rozoznatel'né prave
dve lokdlne maxima absorpcie. Pre absorpciu zasobného roztoku sa absorpéné maximum
nachadza pri vinovej dizke 403 nm. Pre absorpciu roztoku nanoGastic sa hodnota maxima
nachddza pri 419 nm. Absorpcia bola zakazdym merand proti slepej vzorke, ktord bolo v prvom
pripade rozpustadlo tetrahydrofuran a v druhom pripade destilovand voda, rovnakd akd bola
pouzita pri priprave roztoku nanoCastic. Maximalna hodnota absorpcie latky
DPA-DP-DSB-CN v tenkej vrstve sa nachadza pri vinovej dizke 410 nm.
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Obrdzok 6: Absorpcné spektrum zasobného roztoku DPA-DP-DSB-CN, vodného roztoku nanocastic
a ldtky DPA-DP-DSB-CN v tenkej vrstve

Dalej boli premerané absorpéné spektra jednotlivych roztokov nanoastic pripravenych
podl'a Tabulky I vo forme koncentracnej rady. Najskor bola opét’ premerand vzorka vody, ktora
bola pouzita ako rozpustadlo, a tak ma funkciu slepej vzorky. Meranie absorpcie nasledne d’alej
prebiehalo od najmenej koncentrovaného roztoku (roztok €. 1) po roztok najkoncentrovanejsi
(roztok €. 8). Takyto postup bol zvoleny z dovodu toho, Ze meranie absorpcie vSetkych vzoriek
prebiehalo v rovnakej kyvete. Medzi jednotlivymi meraniami bola kyveta preplachnutd malym
mnozstvom destilovanej vody, ale aj napriek tomu mohla Cast’ roztoku ostat’ prichytena
na vnutornej strane kyvety. Tato ¢ast’ sa potom pri d’alSom pouziti premiesa s d’alSim roztokom
a tak moze dojst k skresleniu vysledku, kvoli nepatrnej zmene koncentracie. Takito chybu je
mozné minimalizovat’ prave spravnym poradim merania roztokov za sebou. Meranie kazdého
roztoku prebiehalo trikrat.

Zo ziskanych nameranych dat bolo zostrojené absorpcné spektrum z priemernych hodnot
absorpcii pre kazdy roztok. Namerané spektra su zobrazené v Obrdzku 7. Nasledne bola ur¢ena
hodnota vinovej dizky Amax pri ktorom pripravené roztoky absorbovali najvyraznejiie.
Absorpcné maximum roztokov sa nachadza pri 419 nm. Z nameranych hodnot absorpcii bol
zostrojeny graf kalibracnej zavislosti absorpcie na koncentracii. Kalibra¢nu zavislost' absorpcie
na koncentracii pripravenych roztokov nanocastic znazoriiuje Obrdzok 7. Kalibracné zavislost
obsahuje len vysledky z merania roztokov €. 1 az 6. Déata z merania absorpcie pre roztoky €. 7
a 8 boli do znacnej mieri odliSné od nameranych hodndt ostatnych roztokov nanocastic. Tato
odchylka mohla byt spOosobena tym, ze tieto dva roztoky boli znacne zakalené. Zakal sa
prejavoval na absorpénom spektre ako vyrazny Sum pritomny v celom rozmedzi vinovych
dizok. Taktiez u roztokov &. 7 a 8 bola pozorovana sedimentacia Castic, kedy roztoky stali
dlhSiu dobu v kyvete bez premieSania. Kvoli tomu neboli hodnoty absorpcie pri Amax tychto
roztokov brané v ivahu a boli tak z kalibracnej zdvislosti vynechané. Rovnica linedrnej regresie
ziskand v programe EXCEL m4 tvar y = (3,13 £ 0,05) - 1072 dm3 - ymol™! - x. Zostrojena
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zavislost’ bola prelozend priamkou linedrnej regresie pomocou programu EXCEL. Vysledna
rovnica priamky, s absolutnym c¢lenom rovnym nule, je zobrazend spolu s kalibra¢nou
zavislostou na Obrdzku 8.
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Obrdzok 7: Absorpcné spektra pripravenych roztokov nanocastic cislo 1 az 6
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Obrdzok 8: Kalibracnad zavislost absorpcie na mnoZstve a koncentrdcii ldtky DPA-DP-DSB-CN v
roztokoch pripravenych nanocastic

4.1.2 Velkost cCastic

Velkost pripravenych nanocastic bola ur¢ena metoédou dynamického rozptylu svetla. Meranie
prebiehalo v jednorazovych plastovych kyvetach na pristroji Zeta-Sizer. Kazdy roztok bol pred
meranim temperovany na teplotu 21,5°C v meracej komore pristroja. Tato teplota priblizne
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zodpovedala teplote v laboratériu. Kazdy roztok bol premerany trikrat, z coho kazdé meranie
pozostdvalo z 10 opakovanych merani, kazdé s dizkou 10 sekind. Dita boli postupne ziskavané
na zdklade sledovania Brownovho pohybu Castic vo vzdialenosti presne 1 mm od steny kyvety.
Toto nastavenie by malo zabezpecit to, ze v pripade vyskytu zrazeniny alebo necistoty
v roztoku ich pritomnost minimalne ovplyviiuje presnost merania. Postupne bola premerana
vel'kost a distribucia nanocastic v kazdom roztoku. Namerané hodnoty reprezentuje Obrdzok 9
a Tabulka 2.
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Obrdzok 9: Distribucia castic pre roztoky nanocastic cislo 1 az 8

Tabulka 2: Nemerné hodnoty strednej velkosti castic pritomnych v roztokoch 1 aZ 8 s odpovedajiicimi

indexmi polydisperzity
Cislo roztoku Velkost [nm] IPD
1 133+ 1 0,17 £ 0,01
2 145+ 6 0,19 £ 0,03
3 140+ 6 0,24 £ 0,07
4 140+ 7 0,19 £ 0,05
5 147+ 1 0,18 £ 0,03
6 140+ 1 0,19 £ 0,06
7 900 =90 0,24 £ 0,03
8 920 + 80 0,27 £ 0,04

Z nameranych dat je zrejmé, ze velkost vzniknutych nanocastic a ich distribicia nezavisi
na zmieSavacom pomere zasobného roztoku a vody, len v obmedzenom rozsahu. Velkost
nanocastic v roztokoch cCislo 1 az 6 sa pohybuje v intervale 133—147 nm s hodnotou indexu
polydisperzity 0,17-0,19. Vynimkou je roztok €. 3, kde index polydisperzity dosahuje hodnotu
0,24. Toto moze byt spdsobené pritomnostou ¢astic s VACSim priemerom a to najmé necistot,
ktoré sa mohli do roztoku dostat’ pri jeho priprave. Pritomnost’ tychto necistot je pozorovatel'na
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aj z grafu v Obrdzku 9. Necistoty su reprezentované druhym pikom pri hodnote priblizne
5500 nm. Roztoky ¢. 7 a 8 su od ostatnych vyrazne odli$né. Priemerna velkost’ Castic v tychto
roztokoch sa pohybuje medzi hodnotami 898—925 nm. Priemerne vyssi index polydisperzity
tychto roztokov signalizuje, Ze pozostavaju z vacsieho mnozstva rozne vel'kych castic. Toto
meranie potvrdzuje predpoklad v kapitole 4.1.1, ze tieto roztoky obsahuju Castice o velkosti
priblizne 1 pm prejavujice sa zdkalom a postupnou sedimentéciou.

4.1.3 Fluorescencna spektroskopia

Fluorescencné merania zasobného roztoku DPA-DP-DSB-CN a roztokov nanocastic prebiehali
na pristroji Fluorolog za pouzitia integracnej sféry. Excitacné a emisné spektrum zasobného
roztoku znazorfiuje Obrdzok 10. Zobrazené déta boli normalizované. Tvar emisného spektra
ma formu jedného piku. To odpoveda ocakavaniu, kedze sa jedna o zloZitd molekulu
so systémom konjugovanych dvojitych vizieb. Spektrum je preto spojité s jasne rozoznatelnym
len jednym maximom. Taktiez sa spektra vyznacuju vyraznym Stokesovym posunom, ktory je
najvyraznejsi prave pri latke rozpustenej v rozpust'adle tertahydrofuran. Emisné spektrum bolo
spracované pri excitaénom Ziareni o vinovej dizke 403 nm. Tato vinova dizka bola vybrana
preto, lebo pri nej dochddza k najvysSej absorpcii Ziarenia roztokom. Toto vyplyva z vysledkov
merania Vv kapitole 4./.]. Emitované Ziarenie bolo ndsledne zaznamendvané v intervale
413-795 nm. Intenzita fluorescencie bola najvysSia pri 561 nm. Néisledne bolo premerané
excitaéné spektrum v intervale 293-551 nm. Emisné spektrum sa vyznacuje pritomnost’ou
dalsieho piku pri vinovej dizke priblizne 444 nm, o moze znadit pritomnost kontaminujice;j
latky v roztoku.
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Obrdzok 10: Normalizované excitacné a emisné spektrum zasobného roztoku ldtky DPA-DP-DSB-CN

Excitacné a emisné spektrum pre roztok nanocastic znazoriuje Obrdzok 11. Tieto data boli
normalizované a porovnané v jednom grafe. Emisia Ziarenia bola zaznamendvand v rozsahu
vlnovych dlzok 429—-825 nm. Vlnova dlzka excitaného ziarenia bola 419 nm, ¢o priblizne
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zodpoveda absorpénému maximu zistenému v predchadzajicom merani v kapitole 4.17.1.
Emisné spektrum ma jedno maximu pri 543 nm, v ktorom bola intenzita fluorescencie
maximalna. Nasledne bolo premerané excitacné spektrum. Roztok bol excitovany Ziarenim
postupne v intervale 275-533 nm. Detektor snimal meniacu sa intenzitu fluorescencie
pri 543 nm a na zaklade vzniknutej zavislosti bolo urcené excitacné spektrum.
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Obrdzok 11: Normalizované excitacné a emisné spektrum roztoku nanocastic

Pre laitku DPA-DP-DSB-CN v tenkej vrstve je excitacné a emisné spektrum zndzornené na
Obrdzku 12. Data si opat’ normalizované. Emisné spektrum bolo zaznamenavané v rozsahu
vlnovych dizok od 430 nm do 800 nm, pri vlnovej dizke excitaéného Ziarenia 410 nm, &o
priblizne odpovedd bodu maximdlnej absorpcie latky v pevnom skupenstve. Pri merani
excitatného spektra bola vSak spozorovand vyraznd odchylka maxim excita¢ného
a absorpcného spektra. Maxima su od seba vzdialené priblizne 60 nm.
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Obrdzok 12: Excitacné a emisné spektrum ldtky DPA-DP-DSB-CN v tenkej vrstve
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4.1.4 Kvantovy vytazok fluorescencie

Na meranie kvantového vytazku fluorescencie bol pouzity pristroj Fluorolog za pouZzitia
integracnej sféry. Tymto experimentom bol zisteny a stanoveny kvantovy vytazok
fluorescencie pre roztoky pripravenych nanocastic ¢. 1-8. Boli prevedené 2 merania pre kazdy
roztok. Kazdé prebiehalo pri Sirke pasu excitacného ziarenia 30 nm v okoli hodnoty maximalne;j
absorpcie roztoku nanocastic. Vinova dizka excitaéného Ziarenia bola opét’ zvolend na zaklade
vysledkov z absorp&ného merania v kapitole 4.1.1 a to na hodnotu 419 nm. DiZka excitaéného
pulzu bola 0,1 s. Integraéna dizka Gasu zberu signalu bola nastavend na hodnotu 0,1 s. Sirka
Strbin na zdroji excitaéného ziarenia, tak isto ako na vstupe do monochromdtoru pred
detektorom, boli nastavené tak, aby mnozstvo signdlu zachytené detektorom, bolo priblizne
1-10° foténov. Vysledny signal z detektora bol korigovany referenénym signilom zo zdroja
Ziarenia. Intenzita emitovaného Ziarenia bola zaznamendvand v rozsahu od 435 do 800 nm.
Kazdé meranie pozostdvalo z 4 krokov. V prvom kroku sa premerala fluorescencia roztoku
nanocastic, podl'a intenzity signalu boli nastavené Sirky Strbin. Toto nastavenie systému sa
zachovalo po dobu celého merania. V druhom kroku bolo zostrojené emisné spektrum slepej
vzorky, v tomto pripade sa jednalo o vzorku destilovanej vody pouZitej na pripravu roztoku
nanocastic. Treti krok pozostaval z merania excitaného pulzu a jeho zoslabenia priechodom
cez kyvetu s destilovanou vodou. V tomto pripade bol detektor nastaveny tak aby snimal
intenzitu excitaéného pulzu v rozsah vinovych dizok od 405-435 nm. Intenzita excitaéného
pulzu je vSak vel'mi vysoka, preto boli na jeho zoslabenie pouzité absorpcné filtre. Tieto filtre
boli zvolené tak, aby intenzita signdlu na detektore dosahovala opit hodnotu 1-10° foténov
za 0,1 s. Poslednym krokom bolo premeranie intenzity excitaéného pulzu cez vzorku roztoku
nanocastic pri rovnhakom nastaveni a s pouzitim rovnakych filtrov. Zo ziskanych dat z tychto
4 merani bol pomocou softvéru pristroja vypocitany kvantovy vytazok fluorescencie.
Vypocitané hodnoty sa nachadzaju v 7Tabulke 3 a v Obrdzku 13.

Tabulka 3: Kvantovy vytazok fluorescencie pre roztoky nanocastic cislo 1 az 8

Roztok ¢ [mol-dm™] QY [%]

1 6,64:107 7.6 +12
2 1,33-10* 9,9 +0,6
3 1,99-10* 10,3 +04
4 2,66:10™ 126 +1,2
5 3,32-10™ 18+4

6 3,98:10* 193+273
7 4,98-10™ 229 +0,5
8 6,64:10™ 19,6 + 0,7
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Obrdzok 13: Grafické zndazornenie kvantového vytazku fluorescencie pre roztoky nanocastic ¢. 1 az 8
s réznou koncentrdciou

Cielom tohto merania bolo zistit, ako vplyva miera polarity prostredia nanocastic
na kvantovy vytazok fluorescencie. Z nameranych dat je zrejmé, ze kvantovy vytazok rastie
so znizujucou sa polaritou rozpustadla. Pre roztoky €. 1 az 7 je charakteristickd linedrna
zavislost’. S d’alej klesajucou polaritou rozpustadla sa vSak kvantovy vytazok uz nezvicsuje,
ale ustali sa priblizne na hodnote 20%. Tento jav moze mat’ uzky suvis s tym, Ze tieto roztoky
uz obsahuju prevazne ¢astice nad 500 nm. Castice s niekol'’konasobne vidsie a preto styéna
plocha medzi ¢asticami a prostredim je nizSia. Z toho vyplyva, Ze polarita prostredia uzZ nema
rovnaky vplyv na kvantovy vytazok ako tomu bolo u roztokov s mens§imi Casticami.

4.1.5 Doba zivota fluorescencie

Doba fluorescencie bola urena pre zasobny roztok aj pre roztok ¢. 1 pripravenych nanocastic.
Meranie prebiehalo na pristroji Fluorocube. Vzorky boli excitované monochromatickym
zdrojom Ziarenia o vinovej dizke 389 nm. Doba Zivota fluorescencie bola merand po excitdcii
pulzom Ziarenia zo zdroja pomocou metédy TCSPC. Fluorescencia vzoriek bola zakazdym
sledovana pri vlnovej dizke maxima emisie, ktoré bolo zistené v kapitole 4.1.3. Pre zdsobny
roztok bola emisna vinova dizka 561 nm a pre roztok nanocastic 543 nm.

Namerané déta boli spracované priamo v meracom programe zariadenia. Vysledky merania
pre zdsobny roztok reprezentuje Obrdzok 14. Distribuciu resiudi charakterizuje Obrdzok 15.
Vypocitané hodnoty doby zivota fluorescencie pre sa nachadzaji v Tabulke 4. Pre zdsobny
roztok bola urCena doba fluorescencie na hodnotu 2,23 ns.
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Obrdzok 14: Doba Zivota fluorescencie pre zdsobny roztok DPA-DP-DSB-CN, kde n je pocet fotonov
zaznamenanych detektorom
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Obrdzok 15: Hodnoty residui merania doby Zivota fluorescencie pre zdsobny roztok
DPA-DP-DSB-CN, kde R charakterizuje hodnotu odchylky fitovanej zavislosti od skutocnych dat

Namerané hodnoty doby fluorescencie pre roztok nanocastic popisuje Obrdzok 16.
Distribticia residui sa nachddza v Obrdzok 17. Pri spracovani nameranych dat bolo urcené, ze
systém obsahuje fluorofory s Styrmi roznym dobami Zivota fluorescencie. To je pravdepodobne
vysledok toho, Ze v fluorofory sa nachddzaji vo forme nanocastic. Fluorofory nachadzajuce sa
na povrchu st, na rozdiel od tych vo vnitri, ovplyviiované vonkajSim prostredim. Vysledné
hodnoty sa nachddzaji v Tabulke 4. Prva hodnota doby Zivota fluorescencie je 0,014 ns
s relativnym zastipenim 53,84%, druhd hodnota je 0,60 ns s relativnym zastipenim 26,84%,
tretia 2,07 ns s 14,25% zastipenim a posledna hodnota je 10,21 ns so zastipenim 5,06%.
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Obrdzok 16: Doba Zivota fluorescencie pre roztok nanocastic, kde n je pocet fotonov zaznamenanych
detektorom
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Obrdzok 17: Hodnoty residui merania doby Zivota fluorescencie pre zdsobny roztok
DPA-DP-DSB-CN, kde R charakterizuje hodnotu odchylky fitovanej zavislosti od skutocnych dat

Tabulka 4: Doba Zivota fluorescencie zdsobného roztoku DPA-DP-DSB-CN (oznaceny ako THF)
a roztoku nanocastic (oznaceny ako NP)

vzorka T [ns] zastipenie [% ]
THF 2,23 100
0,014 53,84
0,60 26,84
NP
2,07 14,25
10,21 5,06

4.1.6 Stabilita pripravenych nanocastic

Stabilita pripravenych nanocastic bola urcena absorpénym meranim a meranim vel'kosti Castic
metddou dynamického rozptylu svetla. Namerané spektrad z absorpéného merania sa nachadzaju
na Obrdzku 18. Na meranie bola pouzitd kremennd kyveta. Roztok nanocastic pouzity
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na meranie bol pripraveny 9.11.2018 z rovnakého zasobného roztoku z akého bola pripravend
neskor koncentracna rada. Priblizny zmieSavaci pomer pri priprave roztoku bol 1 diel
zasobného roztoku k 50 dielom vody. Takto pripraveny roztok bol premerany ihned
po priprave. Dalsie meranie prebehlo priblizne po uplynuti jedného mesiaca. Roztok bol
medzi¢asom uchovany na tmavom mieste s minimdlnym pristupom svetla, aby sa zamedzilo
akémukol'vek ovplyvneniu vlastnosti roztoku ziarenim. Z nameranych dat je viditelné, ze
intenzita absorpcie po jednom mesiaci nepatrne klesla, a to z hodnoty 0,855 na hodnotu 0,779.
Tento pokles je sposobeny tibytkom Castic — chromofor absorbujicich svetlo v roztoku.
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Obrdzok 18: Absorpcné spektrda roztoku nanocastic ziskané s casovym odstupom priblizne 1 mesiac

Distribucia Castic v roztoku je charakterizovand na Obrdzku 19. Déta pre distribiciu boli
ziskané vrovnaké dni, vakych prebehlo meranie absorpcie. Merania prebiehali
v jednorazovej plastovej kyvete. Podmienky experimentu boli zhodné s podmienkami merania
distribucie Castic v kapitole 4.1.2. Priemerna vel'kost' Castic v roztoku ihned po priprave bola
(138 £ 3) nm s indexom polydisperzity 0,20 £ 0,05. S ¢asovym odstupom jeden mesiac sa
priemernd vel'kost’ ¢astic podl'a nameranych dat zmenila na (147 + 4) nm a index polydisperzity
klesol nahodnotu 0,18 +0,05. Mierny narast priemernej velkosti je zrejme spOsobeny
agregaciou cCastic vo vodnom prostredi. Hodnota indexu polydisperzity odrdZza mieru
pritomnosti Castic reprezentovanych druhym pikom v intenzitnom spektre. Jednd sa o Castice
s vel'kost'ou priblizne 5 pum. Pritomnost’ tychto ¢astic bola pozorovana u vsetkych roztokov aj
v kapitole 4. 1.2. Jedna sa pravdepodobne o vznaSajice sa necistoty, ktoré sa do roztokov dostali
pri ich priprave.
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Obrdzok 19: Distribiicia velkosti castic toho istého roztoku nanocastic s casovym odstupom priblizne
1 mesiac

4.1.7 Dvojfoténovo excitovana fluorescencia

Dvojfotonové excitatné spektrum roztoku nanocastic ¢. 1. bolo zostrojené na pristroji
Shamrock. Spektrum sa nachddza na Obrdzku 20. Jednalo sa o roztok s najniZSou pripravenou
koncentraciou. Roztok bol excitovany pulzom z pikosekundového laseru. Pretoze spektrdlna
Sirka 30-ps pulzu laseru v blizkom okoli IR je priblizne 5-10 nm spektrum je namerané s
krokmi 10 nm. Meranie spektra prebiehalo v dvoch fazach. V prvej faze bola zaznamendvana
intenzita excitdcie v rozmedzi excitaénych vinovych dizok 750-900 nm a v druhej fize od 900—
1050 nm. Zo ziskaného excitacného spektra nie je mozné urcit maximum dvojfoténovej
excitdcie. Z tvaru spektra sa da ale predpokladat, ze toto maximum sa nachadza pri vinovej
dizke mensej ako 750 nm. Z technickych dévodov viak nie je mozné previest meranie pri
vinovej dizke nizsej ako 750 nm.
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Obrdzok 20: Dvojfotonové excitacné spektrum roztoku nanocastic
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Intenzita fluorescencie bola premerana pri vinovej dizke excitatného pulzu 750 nm.
Dvojfotonové fluorescencéné spektrum spolu s jednofoténovym sa nachddzaji na Obrdzku 21.
Maximum fluorescencie sa nachddza pribliZzne pri hodnote 550 nm. Ziskan4 hodnota priblizne
zodpovedd maximu fluorescencie excitovanej absorpciou jedného foténu zistenej pri merani
v kapitole 4.1.3. Z toho vyplyva, Ze pri merani dochddzalo k excitdcii fluoroforu absorpciou
prave dvoch foténov a ziskané fluorescencné spektrum sa od toho ziskaného jednofotonovou
absorpciou takmer vobec neliSi.
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Obrdzok 21: Dvojfotonové (TPEF) a jednofotonové (OPEF) fluorescencné spektrum roztoku
nanocastic

Nésledne bola zostrojena zavislost intenzity fluorescencie na intenzite excitaéného pulzu.
Zostrojena zavislost sa nachadza na Obrdzku 22. Vinova dizka excitaéného Ziarenia bola
750 nm. Z nameranych dat je zrejmé, Ze s rasticou intenzitou excitacného Zziarenia rastie
intenzita fluorescencie. Pri dvojfoténovej fluorescencii plati, Ze jej intenzita rastie s druhou
mocninou intenzity excitaéného pulzu. Toto plati najmé pri vysokych intenzitach. Intenzita
fluorescencie aj excitdcie boli v grafe na osi vynesené ako hodnoty logaritmu. Takto zobrazena
zavislost’ ma linearny charakter. Smernica ma hodnotu blizku dvom, ¢o dokazuje kvadraticku
zavislost intenzity fluorescencie na intenzite excitaného pulzu.
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Obrdzok 22: Logaritmicky graf zdavislosti fluorescencie indukovanej dvoma fotonmi na intenzite
excitacnych impulzov
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5 ZAVER

Vramci bakaldrskej priace bola spracovand problematika pripravy a charakterizdcie
fluorescencnych organickych nanocastic. Ako vhodny kandidat na ich pripravu bol vybrany
N,N-difenylamino-2,5-difenyl-1,4-distyrylbenzen kyanid. Tato latka je charakteristickd
pritomnostou elektrén donornych a akceptornych funkénych skupin a taktiez systémom
n-konjugovanych vizieb. To, spolu s objemnymi substituentmi na okrajoch molekuly, sd
predpoklady pre intenzivnu multifoténovu excitéciu a silnu fluorescenciu v pevnej faze.

Zo zasobného roztoku zvolenej litky boli pripravené nanocastice zrdZacou metddou
zalozenou na zmene polarity rozpustadla, kedy nepolarny zasobny roztok bol za stileho
mieSania pomaly priddvany do destilovanej vody. Takymto sposobom bola postupne vytvorena
rada roztokov, liSiacich sa zmieSavacim pomerom ateda aj polaritou prostredia v okoli
vzniknutych nanocastic.

Metodou dynamického rozptylu svetla bola ur€end disperzita systému jednotlivych roztokov
nanocastic. Z nameranych dat bolo zistené, ze vel'kost' pripravenych nanocastic do urcitého
bodu nezdvisi na polarite prostredia. Pri koncentracii zdsobného roztoku 1,66 mol-dm™ sa ako
kriticky ukazal byt pomer zasobného roztoku a vody 1:50. Pri niZSom zmieSavacom pomere uz
dochddza k samovol'nému zrazaniu nanocastic sprevadzaného tvorbou zakalu a usadeniny.

Absorpcné spektra pre pripravené roztoky nanocastic boli stanovené pomocou UV-Vis
spektroskopie. Ziskané spektra boli porovnané so spektrami latky v pravom roztoku a v tenkej
vrstve. Bola zistend minimdlna odchylka hodnoty vlnovej dizky, pri ktorej dochadza
k maximalnej absorpcii. Pomocou fluorescencnej spektroskopie boli zostrojené emisné
a excitatné spektra roztokov nanocastic. Pri porovnani fluorescencnych spektier bolo zistené,
ze spektrum pre pripravené nanocastice sa vyznacuje najnizSou hodnotou Stokesovho posunu.
To je pravdepodobne zapricinené Specifickym charakterom prostredia a tym, Ze fluorescencné
molekuly sa nepohybujui volne roztokom, ale nachddzaju sa v svojej tesnej blizkosti v vnutri
nanocastic. Pri merani kvantového vytazku fluorescencie bol pozorovany predpokladany
pokles sivisiaci s rasticou polaritou prostredia v okoli nanolastic. Casovo rozlisena
fluorescencia poskytla idaje o dobe zivota fluorescencie pre roztok nanocastic a aj pre zdsobny
roztok. Pre roztok nanocastic je charakteristickd pritomnost vacS§ieho mnozstva rozlicnych
Casov zivota fluorescencie, ¢o odraza odlisni polohu fluoroforov v Struktire nanocastic.

Pomocou Specializovanej laserovej aparatiry bolo zostrojené dvojfotonové excitacné
spektrum, intenzitné spektrum, odrazajuce kvadraticki zavislost' intenzity fluorescencie
na intenzite excitatného ziarenia, aaj samotné dvojfotébnovo excitované fluorescenéné
spektrum. Z nameranych dat je zrejmé, ze ziskané fluorescencné spektrum sa od spektra
ziskaného jednofoténovou exciticiou takmer vobec neliSi. Intenzitné spektrum preukazuje
kvadraticki  zavislost intenzity fluorescencie na intenzite excitaného pulzu, ¢o je
charakteristické pre dvojfoténovi absorpciu.

Vysledky pripravy a charakterizdcie nanocastic preukéazali, ze nami vybrana latka je
vhodnym kandidatom pre d’alSie Stadium nelinearnych optickych vlastnosti a znacia aj jej
vysoky potencial pre d’alSie vyuzitie pre 3D zobrazovanie pomocou dvojfotonovej excitacne]
mikroskopie. Latka je dobre excitovatelna a zachovava si svoju fluorescenciu aj v pevnej faze.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
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