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Azaftalocyaniny jsou makrocyklické slouceniny, které mohou byt bez
centralniho atomu nebo s centralnim atomem kovu. Centralni atom mtize vybran z velké
rady kationtli a podle toho se pak také méni vlastnosti azaftalocyaninli. Ma prace se
zam¢fila na hote¢naté komplexy z diivodu jejich vyrazné fluorescence.

Do této doby se hofecnaté azaftalocyaniny ptipravovali pouze cykliza¢ni reakci
pomoci butanolatu hote¢natého. Jelikoz to neni ve vSech ptipadech mozné a v nékterych
ptipadech nevyhodné z hlediska slozitosti ¢isténi nesymetrickych sloucenin, zkoumala
jsem moznosti vkladani hot¢iku do jiz ptipraveného azaftalocyaninového cyklu.

Ve své praci jsem zkoumala moznosti vkladani hofecnatého kationtu s riznymi
druhy jeho soli, v riiznych rozpoustédlech, zkoumala jsem vliv pfitomné vlhkosti
v rozpoustédlech a solich, rizné reakéni teploty a také vlivy periferni substituce
makrocyklu. Jako optimalni podminky se nakonec ukazala reakce v pyridinu s octanem
hote¢natym za teploty varu rozpoustédla. Vlhkost nehrala prakticky zadnou roli. Timto
zpusobem Ize prakticky wuniverzadlné¢ chelatovat hofec¢naty kationt do centra
bezkovovych ftalocyaninti i azaftalocyaninti s riiznymi perifernimi substitucemi.
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cations leading to significant changes in photophysical and photochemical properties of
the macrocycle. My work is focused on magnesium complexes because of their
significant fluorescence.

Magnesium azaphthalocyanines are generally synthesized by
cyclotetramerization reaction with magnesium butoxide. However, some
azaphthalocyanines may contain labile peripheral substituents that may be cleaved in
butoxides or in the case of unsymmetrical azaphthalocyanines the separation must be
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1. Cil prace

Naplni této diplomové prace byla syntéza hotfenatych komplext
azaftalocyaninl (AzaPc) metodou ptimého vkladani hot¢iku do jiz vzniklého cyklu.

Pfi standardnich syntézach, zejména hofecnatych AzaPc, je problematické
odd¢lovani smési jednotlivych AzaPc. Z tohoto diivodu jsem zkoumala metodu pfimého
vkladani hoic¢iku do AzaPc cyklu, jelikoz separovatelnost bezkovovych AzaPc je
jednodussi a efektivnéjsi.

Snazila jsem se tuto metodu déle optimalizovat zkoumanim vhodnych podminek
a vlivi, které tuto reakcei ovliviuji, aby tato metoda mohla byt dale vyuzivana.

Vzhledem k tomu, Ze hofe¢naté komplexy AzaPc se vyznacuji velice silnou
fluorescenci a jsou zkoumany jako potencialni fluorescencni znacky, zabyvala jsem se
v teoretické Casti obecnou charakteristikou fluorescence, jejimi vlastnostmi,
zakonitostmi a vlivy ji ovlivilujicimi. Dale jsem se zaméfila na charakteristické zastupce
fluorofort, jejich pouziti a zejména pak na fluorofory z dlouhovinné cervené oblasti.



2. Teoreticka cast

2.1. Charakteristika fluorescence

Fluorescenci fadime mezi fyzikalné-chemické déje, které se svym charakterem
spadaji do luminiscence. Jedna se o sekundédrni zareni vzniklé absorpci ¢astice, fotonu
nebo elektronu, a naslednou emisi zateni za velmi kratky dasovy usek fadové 107 s az
10 s ptechodem z prvniho singletového stavu S; do zékladniho hladiny So. Nézornd
tento jev popisuje Jablonského diagram (viz. Obrazek 1),

Fluorescence je popsdna ndsledujicimi charakteristikami — intenzitou, spektralnim
sloZzenim, polarizaci, dobou dohasinani a koheren¢nimi vlastnosti’.

S3

excited

S \ higher energy
24 / triplet states

51
&
5 absorbed
c . t
- exc:i émgt emitted -
fluorescence triplet
light states
S * phosphorescence
0
ground state

Obrazek 1 - Jablonského diagram (Prevzato z lit.3)
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21.1. Intenzita fluorescence

Intenzitu fluorescence charakterizujeme jako intenzitu absorpce pifi excitacni
vlnové délce nasobenou kvantovym vytézkem fluorescence (®r). Kvantovy vytézek
fluorescence je charakterizovan jako pocet fotonii emitovanych ku poctu fotonii
molekul vétSinou nezavisly na vlnové délce budiciho zéfeni. Excitaéni spektrum
fluorescence u ziedénych roztokii je ptesnou replikou jejich absorp¢niho spektra a lze
tak spektrofluorimetricky lépe ziskat absorpcni spektrum fluoreskujici latky pti nizsich
koncentracich, neZ pii piimém méfeni absorpce na spektrofotometru’.

pocet emitovanych fotont

¥ ™ pocet absorbovanych fotont

Rovnice 1 - Kvantovy vytéZek fluorescence (Pi-evzato z lit.%)

Intenzita fluorescence je rovnéz zavisla na vinové délce. Charakteristicka
spektra urcuji specifickou latku, jelikoz pro kazdou latku je typické excitacni a emisni
spektrum. Piikladem muze byt Obrazek 2. Excita¢ni spektrum vyjadfuje G¢innost
budiciho zafeni produkovat fluorescenci v zavislosti na vinové délce budiciho zatreni pfi
méteni stale stejné emisni vinové délky fluorescence. Emisni spektrum vyjadiuje
zavislostni charakteristiku intenzity fluorescence na vinové délce, ptficemz vinova délka
excitace zfistava konstantni'*.

Specialni jev nastava excitaci veskeré absorbované energie. Tento jev se nazyva
rezonan¢ni fluorescence a nastava vétSinou jen u dvouatomovych molekul v plynné
spojenym s vnitini ¢i  vnéjsi  konverzi. Vnitini konverze odpovidd ptechodu
energetickych hladin, ktery je spojen se zménou vibracniho stavu molekuly. Setkavame
se s timto stavem zejména u alifatickych molekul. Ztidka se tento typ konverze
vyskytuje u cyklickych molekul s pevnou strukturou. Vnéjsi konverzi vyvolavaji
nejcastéji  srazky excitovanych molekul s energeticky nabitymi molekulami
rozpoustédla'.
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Obrizek 2 - Absorpéni a emisni spektrum perylenu a chininu (Pfevzato z lit.*)

2.1.2. Spektralni slozeni

Spektralnim sloZzenim se zabyvd nékolik zakond, postulati a pravidel.
NejznaméjSim je Stokestv zdkon, Vaviloviv zdkon, Vavilovy postulaty a Kashovo
pravidlo'?.

Stokestv zdkon nam tik4, ze vinova délka emitujiciho zafeni je vétsi nebo rovna
vlnové délce excitujiciho (budiciho) zateni Mem>hex).

Vaviloviv zakon poukazuje, ze kvantovy vytézek fluorescence a ¢asovy usek
trvani excitace slozitéjSich molekul v roztoku nezavisi na vlnové délce excitujiciho
(budiciho) zafeni, tudiz ani emisni spektra na vinové délce excitace nezavisi’.

Vaviloviv postulat ¢islo 1 udava, ze za splnéni predpokladu Stokesova zakona,
nedosahne kvantovy vytézek fluorescence hodnoty vysii nez 12,

Vaviloviv postulat ¢islo 2 spoc¢iva ve antistokesovském buzeni, pti kterém klesa
energeticky vytézek fluorescence v zavislosti na teplot&”.
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Kashovo pravidlo tika, Ze pfed emisi kvanta fluorescen¢ni energie dochazi
vétsinou k relaxaci vibracni energie a vnitini konverzi, proto fluorescenéni prechod
nastavé z nejniz§i vibra¢ni hladiny, to znamena z prvniho excitovaného stavu S;”.

2.1.3. Polarizace

Mezi dalsi charakteristiky fluorescence patii polarizace. Pokud je polarizovanym
zafenim excitovan roztok fluorofort budou excitovat pouze molekuly s nenulovym
absorpnim pfechodovym momentem. Primérna rotaéné-relaxacni doba muze byt
mnohem delsi nez doba dohasinani fluorescence, potom by vysledné fluorescence byla
rovnéz polarizovana. Pii opacném d¢&ji, kdy je rotacné-relaxacni doba kratSi nez doba
dohasinani fluorescence by tato hodnota mohla klesnout na limitni az nulovou. Pii
srovnatelné dobé& dohasinani fluorescence bude tato polarizace korigovana (fizena)
molekuldrnim pohybem. Pfi méfeni polarizace fluorescence mizeme ziskat informace
napft. o fluidit¢ membran, interakcich ligand-receptor, proteolyze, interakci proteinu a
DNA, kontrakei svalii a aktivité proteaz’.

21.4. Zhaseni fluorescence

Dalsi jev, ne zpravidla nezadouci, se oznacuje zhaSeni fluorescence. Definuje se
jako bimolekularni proces snizujici kvantovy vytézek fluorescence s nezménénym
emisnim spektrem. NejCastéji nastdva srazkové (dynamické) zhéaseni, pficemz je
excitovany fluorofor deaktivovan srazkou s molekulou zhasece, které nejsou nijak pii
tomto d¢ji pozmeénény. Pii statickém zhaseni po reakci fluoroforu a zhasece vznikne
nefluorescencni komplex. SamozhaSeni je vyvolano fluoroforem samotnym, jeho
vysokou koncentraci ¢i pfi vysoké hustoté znaGeni (napk. proteinii).

2.1.5. Stokesliv posun

Zékon zrcadlové symetrie absorpcniho a fluorescencniho pasu je pozorovan u
organickych molekul, u kterych absorpce a emise vychazejici z vibra¢niho stavu
molekuly maji stejnou relativni pravdépodobnost. Absorbujici a emitujici molekuly se
vyskytuji v klidovém vibra¢nim stavu a zaroven struktura zdkladniho a excitovaného
stavu se nijak nelisi. Z této uvahy vyplyva posun mezi absorpnim a emisnim pasem,
ktery se nazyva Stokestiv posun (viz. Obrazek 3). Odchylky od Stokesova posunu
mohou byt zplisobeny odliSnostmi v uspofadani atomovych jader v zakladnim a
excitovaném stavu’.
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Obrazek 3 - Stokesiiv posun (Pievzato z lit.”)
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2.2. Typicke fluorofory

Fluorescence je typické vlastnost n€kterych organickych aromatickych molekul,
fluoreskuji vSak i n€které anorganické latky napf. fluorit neboli kazivec, chemickym
vzorcem Ca,F, podle kterého byla tato zafivost nazvana fluorescenci'.

Typickymi fluorofory jsou napi."*:

e Chinin

e Fluorescein

¢ Rhodamin B

HsC CHjs

B cr(
N

HsC. N o
D
l COOH

CHs
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e POPOP u scintilatort — chemicky 1,4-bis(5-fenyloxazol-2-yl)benzen

e Umbeliferon (chemicky 7-hydroxykumarin)

OB
HO O 0O

e Akridinova oranz

\N N/ ITJ/

e Perylen



Tryptofan

Fenylalanin

Tyrosin

Vitamin A

O
H
HN / °
NH,
O
OH
NH,
O
o
HO NH,

Hs;C CHj

CHj CHj
MOH
CHj
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Vitamin E

Flavin mononukleotid

Flavin adenin dinukleotid

O
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Redukovana forma nikotin adenin dinukleotidu

O

HO,
Lo
HO'
Q
O=P.
Ho @
O=P._
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2.3. Rozdéleni fluoroforu

2.3.1. Vnitini fluorofory

Jako vnitini charakterizujeme fluorofory pochdzejici z bunck, vlastnich latek
vnitfniho prostiedi. Radime sem napiiklad proteiny, redukované koenzymy, vitaminy,
cytochromy, peroxidazy, hemoglobin, myoglobin a chlorofyl. Proteiny, zejména
aromatické aminokyseliny, fluoreskuji v UV oblasti svétla v rozmezi 240-300 nm. Dalsi
uvedené latky fluoreskuji ve viditelné oblasti, proto jejich fluorescenci vnimame jako
barevnou'.

2.3.2. Vnéjsi fluorofory

Vnéjsi fluorofory jsou latky vétSinou nebiogenni povahy. Zpravidla byvaji
pfidavany ke studovanému vzorku a dé€li se na fluorescenéni znacky a fluorescenéni
sondy. Podle zmén kvantového vytézku fluorescence se vnéjsi fluorofory dé€li na latky,
u nichZ se fluorescence neméni po ptidani ke vzorku, a na fluorofory zavislé na okolnim
prostfedi. Mezi fluorofory nezavislé na okolnim prostfedi patii napi. fluorescein i
akridinova oranz, naopak latky zavislé na okoli zahrnuji napt. 1,6-difenyl-1,3,5-
hexatrien, zkracend DPH, pouZivany jako membranova sonda'.

2.3.2.1. Fluorescencni znacky

Fluorescencni znacky se nejcastéji pouzivaji k fluorescencnimu znaceni
proteind, ke kterym se vdzou kovalentni vazbou. MlzZe byt rovnéz vyuzivana vazba
biotinu s fluorescenéné znaenym avidinem. NejvyznamnéjSimi zastupci jsou FITC
chemickym sloZzenim fluorescein-5-isothiokyanat (viz. Obrazek 4) a TRITC
chemickym sloZenim tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat (viz. Obrazek 5). FITC je
barvivo s absorpénim maximem pii 495 nm a maximalni fluorescenci pfi 519 nm.
Nevyhodou téchto latek je citlivost na hodnotu pH a jejich snadnd fotodestrukce.
Z téchto diivodil byla objevena skupina difluoroderivatl, jez jsou stabilngjsi vici vlivu
pH i fotodestrukei'.

Nové fluorescenéni znacky nazyvané BODIPY obsahuji atomy boru. Jejich
kvantovy vytézek fluorescence je vysoky s celkem Sirokym emisnim spektrem (od 510
do 675 nm) a jsou nezavislé na okolnim vlivu pH. Piky emisnich spekter jsou uzké, aby
bylo vice svétla vyzafovano v emisnim maximu. Nevyhodou téchto latek je velmi maly
Stokestiv posun”.

Dnes jsou vyvijena nova barviva, kterd vykazuji jak velky Stokestv posun tak
zaroven dobrou rozpustnost ve vod¢. Takovym barvivem je napiiklad Kaskadova zlut
(viz. Obrazek 6), obchodnim nazvem Cascade Yellow™, majici excitatni a emisni
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maxima pii 409 a 558 nm. Velky Stokestiv posun pfitom minimalizuje tendenci

homotransferu a naboje na aromatickych kruzich zvysuji rozpustnost ve vods®.

@) O OH
I
O

Obriazek 4 - FITC

Obriazek S - TRITC

Obrazek 6 - Kaskadova Zlut’ (sukcinimidyl ester)

2.3.2.2. Fluorescencni sondy

Flurofory vazici se k latce nekovalentni vazbou, pficemz se mohou meénit jeji
fluorescencni vlastnosti, se nazyvaji fluorescencni sondy. Studuji se s nimi zmény
konformace bilkovin, primér membréan, intenzita membranového potencidlu atd.
Fluorescen¢ni sondy se predevsim pouzivaji ke zna¢eni DNA jakozto vizualizaci a
identifikaci. Typicky pouzivanymi barvivy jsou naftylaminy sulfonovych kyselin,
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znichz jsou nejpouzivangj§i l-anilinonaftalen-6-sulfonovd (ANS) a 2-(p-
toluidinyl)naftalen-6-sulfonova (TNS) kyselina. Barviva této tiidy jen slabé fluoreskuji
ve vodé nebo nefluoreskuji viibec, az pfti silné vazbé na proteiny a membrany se objevi
silnd fluorescence'"*.

Dalsi skupinou jsou akridinova oranz, ethidium bromid a DAPI, chemicky 4',6-
diamidino-2-fenylindol (viz. Obrazek 7), s absorpnim maximem pii 345 nm a
maximélni fluorescenci pfi 455 nm'.

Specialni skupinou fluorescencnich sond jsou sondy membranové. Oznacovani
je dosazeno rozptylenim ve vod¢ nerozpustnych sond do nepolarnich ¢asti membrany.
Nejcastéji pouzivanym je 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) zminény jiz vyse (viz.
Obriazek 8)°.

NH,

Obrizek 7 - DAPI

Obrazek 8 - DPH

2.4. Fotostabilita fluorofort

vvvvvv

fluorofory pifi neustdlém osvétleni ztraceji své fluorescencni vlastnosti (rozpad
molekuly na mensi cCasti, oxidace casti molekuly apod.). Tento jev se vyskytuje
predevSsim u fluorescenéni mikroskopie, kde se setkdvame s vysokou intenzitou
excitujictho zafeni. Fluorescein patfi k nejméné fotostabilnim, naopak barviva
charakteru Alexa Fluor” patfi mezi fotostabilni barviva. Emisni spektrum Alexa Fluor®
barviv se pohybuje od 442 do 775 nm. Fotostabilita barviv miize byt ovlivnéna okolnim
prostfedim, v nékterych ptipadech se zvySuje pii odstranéni kysliku ¢i naopak nema
odstranéni kysliku zadny vliv. Neexistuji tedy zadné vSeobecné zasady pro predpoveéd
fotostability”.
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2.5.

Fluorescence v ¢ervené oblasti

Dlouhovinné sondy probouzeji zajem znékolika divodu. Citlivost detekce

fluorescence byva u nizSich vlnovych délek sniZzena autofluorescenci biologickych
vzorki. Jak se vinova délka detekce prodluzuje, autofluorescence se snizuje, a tak se
citlivost stanoveni zvySuje. Také prinik svétla hloub&ji do tkdni zdvisi na vinové
délce — prohlubuje se s prodluzujici se vinovou délkou. Rozptyl svétla je také nizsi pfi
pouziti svétla delSich vinovych délek. Barviva s dlouhou vinovou délkou mohou byt

p . , T .4
navic excitovana laserovymi diodami .

Jednou z nejvyznamnéjsi skupiny fluoroforti emitujicich v ¢ervené oblasti jsou

cyaninova barviva. Cyaninova barviva se diive vyuzivala jako sondy membranového

potencidlu a postupem casu se znich vyvinuly nejcastéji pouzivand dlouhovinna
barviva. Nejznaméjsi barviva jsou Cy-3, Cy-5 a Cy-7 (viz. Obrazek 9). Tato barviva
maji absorpéni a emisni vinové délky nad 550 nm”.

Cy-5-MN-Hydroxysuccinimide
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Obrazek 9 - Cy-3, Cy-5, Cy-7, excita¢ni/emisni vinové délky, kvantovy vytézek
fluorescence, graf emisnich spekter (P¥evzato z lit.*)
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Miéme k dispozici Sirokou Skalu konjugovanych cyaninovych barviv. Postranni
fetézce byvaji nabité, coz prispiva k lepsi rozpustnosti ve vodé nebo k prevenci
agregace, kterd je pfi¢inou samozhaSeni téchto barviv. Ptiklady nékterych dalSich

dlouhovInnych barviv mimo ta cyaninova jsou na obrazku niZe (viz. Obrazek 10)*.

OO

Rhodamine 800

680/700 nm

I@N@
S
CHB..CHz—: NH=CH4

Azure B
638 /660 nm

i %
\ ¢
(CH3-CHp)p=N Hy

Nile Blue

638/660 nm

Sy
+
(El)zN’@;mN(Et )2

Oxazine 1
643/ 658 nm

O HgC

CHg CHy
CH=CH=CH
o=t by

tCH2)4503Na tCH2)4 soj

IR-125

782/830nm

+
s N
e
I
CH3

Thiazole Orange
735/765nm

Al Phthalocyanine
662 /680 nm

BODIPY ™

665/676 nm

Obrazek 10 - Dlouhovlnna barviva s excitaéni/emisni vinovou délkou (Pfevzato z lit.")

Nékteré derivaty rhodaminu ukazuji dlouhovinnou absorpci a emisi, ptikladem
muze byt rhodamine 800. Oxazinova barviva maji piekvapivé absorpéni a emisni
maxima posunuta vyrazng k Eervené oblasti, i pres jejich malé velikosti®.

Na druhou stranu, vysledkem rozsahlych konjugovanych systému jsou absorpéni
a emisni vlnové délky v Cervené oblasti (napt. u IR-125 a thiazolové oranze). Barviva
s konjugovanymi systémy dvojnych vazeb jsou typicka pro pouziti dlouhovlnnych sond
a DNA sekvenovani. Thiazolova oranz mize byt excitovana pii 735 nm a na DNA se
vaze silnou vazbou. Thiazolova barviva se pouzivaji pro barveni DNA fragmentil
b&hem kapilarni elektroforézy®.
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Dalsi tfidou barviv s dlouhou vinovou délkou excitace a emise jsou ftalocyaniny
a naftalocyaniny. V soucasnosti se tato barviva pouzivaji jen omezené¢ v biochemii
z divodu nedostate¢né rozpustnosti ve vod¢ a tendenci k agregaci. Z tohoto divodu je
dalezité pracovat na zlepSeni ftalocyanini a objevovat dalsi barviva s absorpci a emisi
v ervené a blizké infratervené oblasti®.

2.6. Vyuziti fluorescence

Fluorescencni vlastnosti se vyuzivaji velice Siroce v né€kolika odvétvich.
Zakladnimi dvéma jsou nize uvedené technické a biologické.

2.6.1. Technické

Na podkladé fluorescence pracuji nekteré typy piistroji vyuzivanych
v laboratornich podminkach. Do této skupiny fadime naptiklad:

o Fluorescencni mikroskopy
Umoziuji pozorovat fluorescenci dvojrozmérnych nebo trojrozmérnych
mikroskopickych objekti. Fluorescenéni mikroskopie nachazi Siroké uplatnéni
zejména v medicing a v oblasti pfirodnich véd®.

o Spektrofluorimetry
Umozinuji métit stiedni signal celého vzorku umisténého v kyveté nebo v jamce
mikrodesticky®.

e Priatokové cytometry
Umoznuji méfit fluorescenci velkého mnozstvi jednotlivych bunék, identifikaci
a separaci jejich subpopulaci®.

o Fluorescencni skenery

Umoziuji métit fluorescenci dvojrozmérnych makroskopickych objekti jako
jsou elektroforetické gely, bloty &i chromatogramy®.

2.6.2. Biologické

Biologickd odvétvi vyuzivaji podstatu fluorescence pro objasnéni a
charakteristiku d&jii ¢i zmén v biologickém materialu naptiklad:

o Membrdanové sondy
Vyuzivaji se pro vazbu na membranu a jejich emise probiha v membranovém
prostredi®.
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e Znaceni DNA
Z divodu slabé vlastni emise DNA se pouzivaji sondy, které se na DNA
samovoln& vazi a zvysi tim svoji emisi®.

o Studium membrdanového potencidalu
Existuji membranové sondy citlivé na elektricky potenciadl v membrané. Barviva
tak reaguji na potencial roz§tépenim nebo agregaci v membrané ¢i reaguji pfimo
na elektrické pole membrany®.

e Oznacovani protilatek
Bézné se k tomuto uUcelu pouzivd fluoresceinem a rhodaminem znacenych
imunoglobulind, které jsou komeréné dostupné. Tyto proteiny jsou hojné
vyuZivané ve fluorescenéni mikroskopii a imunologii.

2.7. Nové fluorofory

2.71. Nanocéasticové polovodi¢ové fluorofory

U nanocasticovych fluorofori se nejcastéji pouziva jako hlavni slozka selenid
kademnaty (CdSe). Dale mohou byt pouzity sulfid kademnaty (CdS), fosfid indity (InP)
¢1 arsenid indity (InAs). Priiméry téchto nanocastic by mély byt od 3 do 6 nm, pficemz
vykazuji intenzivni fluorescenci. U CdSe se jedna o nanocastici typu jadro-obal, kde
jadro se sklada z CdSe, kter¢ je obaleno ZnS. Zména velikosti nebo chemického slozeni
umoziiuje ménit emisni vinové délky. Castice PbSe umoziiuji rozsifit rozsah emisnich
vlnovych délek az k 4 pm*.

2.7.2. Lanthanoidové fluorofory

Specialni fluorescenénimi sondami jsou lanthanoidy europia (Eu’") a terbia
(Tb®"). Oproti vem dosud popsanym fluoroforim, lanthanoidy ukazuji spektra
jednotlivych atomi. Emise Eu’™ a Tb*" vychazeji z prechodi f orbitali, proto jsou doby
zivota fluorescence fadoveé v milisekundach. Zmény spektra lanthanoidii nejsou zavislé
na polarité a nejsou zhaSeny kyslikem. Lanthanoidové sondy mohou byt citlivé na
okolni prostiedi, piesto se liSi od klasickych fluoroforti. Doba rozpadu lanthanoidl je
zavisla na poctu koordina¢né vazanych molekul vody. Lanthanoidy se mohou vazat na
proteiny v misté vapniku a jejich zivotnost muze byt pouzita k urCeni hydratace
proteinové vazanych ionta”.

Excitace lanthanoidd neni vétSinou pfima, ale ionty jsou nejprve navazany na
chelatory, které obsahuji fluorofor. Excitacni energie pak muze byt prevadéna na
lanthanoidy, avSak tato energie musi byt optimalni k lanthanoidovému vybuzeni.
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Chelatorovym ukolem je jednak zvySovani kvantového vytézku fluorescence
piremistovanim molekul vody, ¢imz se snizuje zhaSeni, jednak nabizi moznost navazani
lanthanoidu na jiné molekuly™.

2.7.3. Komplexy s kovovymi ligandy s dlouhou dobou
zivota

Slozeni tdchto komplexii je [Ru(2,2 -bipyridin);]*". Tyto sloudeniny byly
piipraveny k pfemén¢ slune¢ni energie a dale se pouzivaji pfi studiu excitovaného stavu
pii pienosu energie. Pfi absorpci svételné energie se jeden ligand redukuje a ruthenium
oxiduje. Centralnimi atomy krom¢ ruthenia (Ru) mohou byt dale typické kovy rhenium
(Re), osmium (Os) a iridium (Ir)*.
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3. Metodicka cast

V této casti diplomové prace se zabyvam dosud zndmymi a pouzivanymi
metodami syntézy hotfeCnatych ftalocyaninii a azaftalocyanini. Zamétuji se pouze na
syntézu a nezohlediiuji postupy dalSiho zpracovani ¢i ¢isténi latek.

3.1. Metoda s vyuzitim templatového efektu

V této metod€ se vyuziva vlastnosti kladné nabitého kovového iontu, v tomto
ptipadé hotecnatého kationtu, seskupovat okolo sebe prekurzory v poctu ¢tyt. Tento jev
se nazyva templatovy efekt. Zahtatim této smési na vyssi teplotu se dosahne vzniku
ftalocyaninového nebo AzaPc cyklu (viz. Obrazek 11). Donorem hotec¢natého kationtu
muze byt chlorid hofe¢naty, octan hotecnaty ¢i praskovy hotc¢ik prevedeny na hotecnaté
kationty®. Specificka vyuziti této metody jsou uvedena v podkapitolach.

R> <R R R

7\ > <

N N N/ \

cC C _

11 11

N N N \N
RN _C=N N=C_Ng R teplota i
L owe T - I N—to—N I
R \N C=N N=C N/ R [ij

N N _N
11 11

N>\_/<N >_<

Obrizek 11 - Obecné schéma templatového efektu (Pievzato z lit.%)
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Metoda vyuZivajici chlorid hoiecnaty

Tato metoda vyuziva prekurzoru pro AzaPc cyklus a chlorid hote¢naty
rozpusténé v suchém dimethylformamidu (DMF). Smés je zahtivana po dobu 18 hodin
pii  teplot¢ varu DMF pod atmosférou dusiku a v pfitomnosti 1,8-
diazabicyklo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) (viz. Obrazek 12) .

R
N \N ~N R
C=N DMF [
+ MgCl, = N—Mg—N
C=N DBU O =
R R N NN

Obrazek 12 - Reakce s chloridem hofe¢natym (Pievzato z lit.”)

Dalsi moZnosti je rozpusSténi prekurzoru v N,N-dimethylaminoethanolu (DMAE)
a pfidani bezvodého chloridu hote¢natého. Reakce probihd v prostiedi DBU a atmosfére
dusiku (viz. Obrazek 13). Smés je promichdna a ozafovana v mikrovlnné troubé& pfi
vykonu 370 W po dobu 10 minut. Vyt&zek reakce dosahoval 89%".

| | N"SNTSIN |
© C=N DMAE  © 7 0O
:@[ + MgCl, > N—Mg—N
—_ ] —
o C=N DBU ¢ L o
| | N._N._N |

Obrizek 13 - Reakce s chloridem hoie¢natym (Pievzato z lit.")
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Metoda vyuZivajici octan horecnaty
U jedné z metod se prekurzory rozpusti v. DMAE a pfida se octan hotfecnaty

tetrahydrat. Smés se zpocatku micha 15 minut pii pokojové teploté a potom se zahtiva
pii teploté varu DMAE po dobu 4 hodin (viz. Obrazek 14). Smés prekurzort a octanu

2. Q

HN NH R NH l
MQ(OCOCH3)2 /
HN NH —+ NH N———Mg N N---Mg- N
" owee | b
HN NH NH
R = butyl g g

Obrazek 14 - Reakce s octanem hotrecnatym (Pfevzato z lit.”)

hofecnatého tetrahydrétu je zvolena v poméru 4 : 1°.

7"z

Dalsi z metod vyuzivajici octan hofecnaty je zalozena na stejném principu.
Smisi se dva rlzné prekurzory a octan hofecnaty tetrahydrat v isoamylalkoholu, pfi
jehoZ teploté varu se necha 12 hodin reagovat v prostitedi DBU (viz. Obrazek 15).
Pomér prekurzorti a octanu hofe¢natého tetrahydratu je 5 : 1'°.

|O _ HN NH
C=N DBU
OO + HN NH + Mg(OCOCH;), ———— =
C=N Isoamylalkohol
HN NH

.3.3. 5

Obrazek 15 - Reakce s octanem hofecnatym (Pievzato z 1it."%)

S
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Metoda vyuZivajici kovovy hoicik

U této metody se do reakce ptidava prekurzor a hot¢ik v praskovém stavu. Obé
tyto latky v molarnim pomeéru 4 : 1 se smisi a stla¢i do pelet. Tyto pelety se umisti do
evakuovanych ban€k a jsou zahtivany pii teplot¢ 270 °C po dobu 24 hodin, ¢imz se
aktivuje katalyzovana tetramerizace (viz. Obrazek 16)'".
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Obrazek 16 - Reakce s praskovym hoi¢ikem (Pfevzato z lit."")

Obdoba metody vyuziva prekurzoru a kovového hoiéiku v atmosféie dusiku,
pfi¢emz zahtivani probihd 2 hodiny pii teploté¢ 375 °C. Reakéni smés je poté zchlazena
na pokojovou teplotu a zbavena zbytkli nezreagovaného prekurzoru. Nasledné je smés
opét zahiana na teplotu 200 °C po dobu 1 hodiny (viz. Obrazek 17)".
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Obrizek 17 - Reakce s kovovym hoi¢ikem (Pfevzato z lit.'%)
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3.2. Metoda vyuzivajici horeénaté alkoholaty

V této metodé dochdzi k reakci prekurzoru (ftalonitrilu) s alkoholdtem. V
disledku tohoto jevu dochazi k nukleofilnimu ataku alkoholatu na nitrilovou skupinu,
coz vede ke vzniku reaktivniho isoindolinu. Tento isoindolin je schopen napadat dalsi
ftalonitril za vzniku dimeru, ktery mtze déale reagovat s dal$im ftalonitrilem za vzniku
trimeru a tak dale do vzniku tetrameru. Také dimery jsou schopné samostatné
kondenzovat (viz. Obrazek 18)°.

Pro tuto metodu se vyuzivaji rizné druhy alkoholat napft.: butanolat hote¢naty,
smes pentanolu s oktanolem ¢i n-oktanol. Specifické postupy jsou uvedeny

@
9

N

C=N OR
N+ — | N
OR

Obrizek 18 - Obecné schema reakce hoie¢natych alkoholati (P¥evzato z lit.)

v nasledujicich podkapitoléach.

©

Metoda vyuZivajici butanoldt horecnaty

U tohoto typu reakce se vyuziva kovovy hoicik, respektive jeho Supinky
v butanolu. Celd reakéni smés je zahfivana pii teploté varu butanolu. Katalyzatorem
reakce je krystalek jodu, ktery nakoroduje povrch kovu a usnadni reakci. Po né€kolika
hodinach vznikne kaSovitd hmota (butanolat hotfe¢naty), ke které se pfida prekurzor a
dalS$im zahtivanim pii teploté varu butanolu se nasyntetizuje pozadovana latka (viz.
Obrazek 19)"*'*1,

R R
S S

R\S\XEN
\

N/

I IC N Butanol
/S//
R/S X N

R = -n-oktyl nebo -terc-butyl s
/

R

Obrazek 19 - Reakce s butanolatem hofe¢natym (P¥evzato z lit.")
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Metoda vyuZivajici smés pentanol/oktanol

Kromé¢ butanolu Ize pouzit 1 jinych alkohold. Piliny hoi¢iku se suspenduji do
smesi pentanolu : oktanolu v poméru 1 : 1 a zahtivaji se na teplotu 170 °C, pii které se
prida prekurzor. Pii této teploté probihé reakce po dobu 1,5 hodiny (viz. Obrazek 20)'°.

Obriazek 20 - Reakce probihajici ve smési pentanol/oktanol (PFevzato z lit.'®)

Nebo se piliny hoiciku rozptyli v pentanolu a zahtivaji se pfi teploté¢ 150 °C po
dobu 1 hodiny. Nasledn¢ se piida oktanol s prekurzory a smés se zahtiva pii teploté
160 °C po dobu 24 hodin (viz. Obrazek 21)"".

R R
(0] 0
N N“ "N
R-O C=N C=N Mg (n-pentanol) R-O _— ." )
I = Oktanol < NN O‘a
R-0 C=N C=N ano R-0O ! /
N NN
o o
R R

Obrizek 21 - Reakce s postupnym p¥idianim n-pentanolu a oktanolu (Pfevzato z lit."")
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Metoda vyuZivajici n-oktanol a vkladani hoiecnatého kationtu

Pti vyuziti octanu hotecnatého se také vyuziva n-oktanol v pfitomnosti DBU.
Prekurzor a octan hofecnaty dihydrat jsou pouzity v poméru 4 : 1. Pii této reakci
dochazi ke vzniku makrocyklického jadra pouzitim alkoholatu a az do néj je zfeym¢e in
situ komplexovan hofe&naty kationt (viz. Obrazek 22). Vytézky dosahuji 68%'®.

PhO OPh PhO OPh
PhO oph PhO OPh
=N N= =N N=
\ [/ \ /
N/ =N—= N N—/ =N—= N
— / = /
PhO Ny—C=N  p-oktanol N~ HN Mg?* N, N
//\[ DBU N\ /N N\ /Mg\ /N
PhO N C=N NH ,\; n-oktanol/DBU N \,\;
N= =N 7N N= =N 7 N
/ \ / \
Ph=—© NN N= N\_N N<
PhO OPh PhO OPh
P OPh PhO OPh

Obrizek 22 - Reakce n-oktanolu a in situ pridani hore¢natého kationtu (Pievzato z lit.'®)

hO

3.3. Metoda vyuzivajici vkladani hofe¢natych kationtu

V této metod¢ se vyuziva jiz vzniklého AzaPc cyklu. Do tohoto cyklu se
vkladaji hotecnaté kationty pochazejici z hotecnaté soli. V centru bezkovového AzaPc
jsou kyselé NH skupiny umoziujici komplexovat kationty kovi (viz. Obrazek 23)".

Obriazek 23 - Obecné schema vkladani hofe¢natého kationtu (Pfevzato z lit."")

Smés bezkovového AzaPc a octanu hotfecnatého tetrahydratu se rozpustily

v pyridinu a zahtivaly se pfi teploté varu pyridinu po dobu 4 hodin (viz. Obrazek 24).
Vytdzek reakce dosahoval 55%°.

V literatute'’, kde je pouZita stejna metoda zminéna vyse, byla sledovana pouze
kinetika reakce a nebyl izolovan vznikajici produkt.
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Obrazek 24 - Vkladani hoie¢natého kationtu v prostiedi pyridinu (Pfevzato z lit.*’)

U metody vkladani je taktéz mozné pouziti suchého pentanolu jako
rozpoustédla. Bezkovovy ftalocyanin a chlorid hofec¢naty se rozpustili v bezvodém
pentanolu a bylo pfidano 6 kapek DBU. Smés byla zahtivana pfi teploté varu pentanolu
po dobu 2 hodin (viz. Obrazek 25)°".

N "N"N
H
Pentanol
/©:<\<N Ni:(j)‘\OH + MgCl, —, /©i<<N"-Mg— -N>>:<>)‘\
R \ H /)
N _N__N
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R N\ % R

Obrazek 25 - Vkladani hoie¢natého kationtu v prostiedi pentanolu (Pievzato z lit.*")

Dals$i moznosti je rozpusténi prekurzoru v DMAE v pfitomnosti DBU a
prisypani bezvodého chloridu hote¢natého. Vzduch v bance byl nahrazen dusikovou
atmosférou. Smés byla dobfe promichdna a ozafovana v mikrovinné troubé pii vykonu
300 W po dobu 8 minut (viz. Obrazek 26)°.

—0 o— —0 o—
| N7TONTSN ! SNTSN |
% / < DMAE A : o}
NH HN + MgCl, —> N—Mg— N
O \ | (o)
| N /N N | N _N |
-0 o— —0 o—

Obrazek 26 - Vkladani hoie¢natého Kationtu v prostiedi DMAE/DBU (Pievzato z lit.?)

35



3.4. Specialni metody

Metoda vyuZivajici Grignardovy slouceniny

Specifickym ptipadem vzniku hofecnatych komplextu je pouziti Grignardovych
sloucenin jako cyklizacniho prostfedku. V tomto piipadé ovSem nevznikaji pouze
ftalocyaniny, ale dochazi k zdméné¢ azomethinovych dusikii za methinové skupiny za
vzniku  napf. tetrabenzotriazaporfyrini. Pfi  této  metod¢ se  pouziva
methylmagnesiumbromid ve stejném mnozstvi jako prekurzoru. Ob¢ latky se zahtivaji
v bezvodém tetrahydrofuranu (THF) pii jeho teploté varu v pfitomnosti diethyletheru
pod atmosférou dusiku po dobu ptl hodiny. Po vymyti zbytka rozpoustédla byl zbytek
pienesen do suchého chinolinu a zahtivan pies noc pii teplot¢ 200 °C pod atmosférou
dusiku (viz. Obrazek 27)>.

CH3MgBr
+

R THF

C=N >
(CH3CH,),0

C=N

R

J

R = hexyl nebo decyl

R R

Obriazek 27 - Reakce prekurzoru s methylmagnesiumbromidem (Pievzato z lit.”?)

36



Grignardovych sloucenin je rovnéz mozné pouzit pro piipravu alkoholatl
hotecnatych, vlastnim cyklizaénim prostfedkem jsou pak tyto alkoholaty. Nedochazi
zde k zaméné¢ azomethinovych dusikti methinovymi skupinami. Tato metoda byla
vyuzita napft. pii reakci fenylmagnesiumbromidu, ktery se nechal 15 minut reagovat s 1-
oktanolem v THF bez zahtivani. Nasledn¢ se ptidal prekurzor a reakéni smés byla
zahfivana pii 120 °C. Reak¢ni doba je zavisld na vlastnostech prekurzoru (viz.
Obriazek 28)>.

R R
R R
Mg—Br 5 R
+ CgH170H —> (CgH7,0),Mg + N— I\/!g\N
y R
N
_N R
- R R
R = OCH2C(CH3)3 nebo OHZCM
R R

Obrazek 28 - Reakce fenylmagnesiumbromidu za vzniku alkoholitu s naslednou
cyklotetramerizaci (P¥evzato z lit.”*)
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4. Experimentalni ¢ast

Naplni moji prace bylo zjistit vhodné podminky pro vkladani hoic¢iku do jiz
vzniklych azaftalocyaninovych slouc¢enin (ZIP21H2, ZIP14H2, ZIP37H2). Tyto latky
byly jiz diive ptipraveny na KFCHKL.

o ZIP14H2 - latka byla v laboratofi jiz diive pfipravena dle postupu z lit.**
e ZIP21H2 - latka byla v laboratofi jiz diive pripravena dle postupu z lit."”
e ZIP37H2 — latka byla v laboratofi jiz diive pripravena dle postupu z lit.”’

Vsechny latky (octan hotfecnaty, mlénan hotecnaty, uhli¢itan hofecnaty, oxid
hotecnaty a chlorid hofecnaty) jsem nechala susit v susici pistoli pfi 78 °C 5-6 hodin.
Poté jsem uhli¢itan hofecnaty a oxid hofecnaty nechala déle susit v susarné pii 100 °C
5 hodin.

Pyridin jsem nechala michat 24 hodin s hydroxidem draselnym. Nasledujici den
jsem ho dekantovala a destilovala pii teploté¢ 115 °C. Timto zpiisobem jsem ziskala
bezvody pyridin, ktery byl déle drZzen nad molekulovymi sity.

Pouzitd rozpoustédla zakoupend u firmy Penta: Pyridin, dimethylformamid,

dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran.
Pouzita rozpoustédla zakoupend u firmy Sigma-Aldrich: dimethylacetamid

Cistota produktii a meziproduktii a pribéh jednotlivych reakci byly kontrolovany
tenkovrstvou chromatografii na deskdach Merck Silikagel 60 F254. Detekce byla
provadéna svétlem o vinové délce 254 nm a 366 nm.

K sloupcové chromatografii byl pouzit silikagel Merck Kieselgel 60 (0,040-
0,063 mm).

Spektrum ve viditelné oblasti bylo naméteno na pfistroji SHIMADZU UV 2401
PC: UV-VIS recording spectrophotometer.
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4.1. Schéma provadénych reakci

—
ZIP14H2, ZIP14Mg: R=—N
N

ZIP21H2, ZIP21Mg: R=—S8

ZIP37H2, ZIP37Mg: R = —0~ "\

N= I NIOW
N=""N" o >N
o %O 09 ﬁo
oj\/EN NJ»/O o\&N N;S/O
=N HN—/ =N, N4
N\ /N N\ I\\/Ig{ ;
NH N NN
/\/\ N= =N / 2 N /\/\ /\/\ N= =N / 7 N /\/\
\ \
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4.2. Optimalizace komplexace horec¢natych ionti
azaftalocyaniny

Prvni latkou, kterou jsem ve svych experimentech pouzila byla ZIP21H2
(viz. Obrazek 29). Na této latce jsem postupné provadéla reakce, pii kterych jsem
zkoumala druh hotecnaté soli, vliv teploty, vlhkosti, rozpoustédel.

x*v Y\Qx
4} ¢¢x

S

Mr = 1227,81

Obrazek 29 - ZIP21H2 a jeho molekulova hmotnost

4.21. Vkladani hor€iku za pouziti hore€naté slouc¢eniny

Pro vkladani hoi¢iku do ZIP21H2 byly zvoleny tyto latky jako zdroj hotfecnatého
kationtu:

e Octan hofec¢naty — Mg(OCOCH3)2

e Milécnan hofe¢naty — Mg(OCOHOCHCH3)2

e Uhlicitan hotecnaty — MgCO3

e Oxid hote¢naty — MgO

e Chlorid hotec¢naty — MgCI2

Parametry reakci:

e Navazka ZIP21H2: 20 mg (0,0163mmol)

e Rozpoustédlo: pyridin bezvody 2 ml

e Teplota lazné: 130 °C

e Detekce: TLC po 30 min v mobilni fazi chloroform : toluen : ethyl-acetat
(10:10:1)

e Zdroj hotecnatych soli: 0,1630mmol (viz. Tabulka 1)
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Do baiiky se navazil AzaPc ZIP21H2 (20 mg, 0,0163mmol) a ptidal se bezvody
pyridin (2 ml). K roztoku se ptidal zdroj hotecnatych soli (mnozstvi viz. Tabulka 1) a
smes se zahtivala pii teploté varu pyridinu. V rtiznych Casovych intervalech byla
provadéna kontrola reakce pomoci TLC.

Tabulka 1 - Hodnoty hore¢natych slouc¢enin

Nazev latk Molekulova hmotnost | Nasobek oproti Navazena hmotnost
y (g/mol) bezkovové latce (mg)
Octan hofe¢naty 142,40 10 23,0 (0,163 mmol)
MIlécnan hotecnaty 202,45 10 32,0 (0,163 mmol)
Uhlicitan hote¢naty 84,30 10 13,7 (0,163 mmol)
Oxid hoteénaty 40,30 10 6,6 (0,163 mmol)
. Y e L 10 15,5 (0,163 mmol)
Chlorid hotfec¢naty 95,21 20 300 (0.315 mmol)
Vysledky reakci

Octan hotecnaty zreagoval zcela jiZ po 30 minutach. Dle TLC jiZ nebyla patrna
vychozi latka (bezkovovy AzaPc). U mlé¢nanu hotfe¢natého, uhli¢itanu hote¢natého a
oxidu hofecnatého byly po 30 minutich detekovany pouze stopy produktu. Po 6,5
hodinach, kdy byla reakce ukoncena, byl vysledny produkt (hofecnaty AzaPc) stale
pfitomen pouze v nepatrném mnozZstvi. Chlorid hofe¢naty reagoval velice pomalu. Po
30 minutach byly detekovany stopy produktu. Zcela zreagoval az po 5 hodinéch.
Reakce byla provedena také s 20-ti nasobnym piebytkem. S timto mnoZstvim probé&hla
reakce zcela jiz po 3 hodinach.

4.2.2. Vliv vlihkosti na pribéh reakce

Parametry reakci:

e Navazka ZIP21H2: 10 mg (0,0081 mmol)

e Rozpoustédlo: 1 ml pyridin bezvody nebo 1 ml v kvalité p.a. (obsahuje 0,1 %
vody)

e Teplota lazné: 130 °C

e Detekce: TLC po 30 min v mobilni fazi chloroform : toluen : ethyl-acetat
(10:10:1)

e Navazka octanu hotfe¢natého bezvodého: 11,5 mg (0,081 mmol)

e Navazka octanu hofec¢natého tetrahydratu: 17,3 mg (0,081 mmol, Mr = 214,40
g/mol)

41



ZIP21H2 (10 mg, 0, 008 1mmol) byl rozpustén v pyridinu (bezvody nebo p.a.).
Octan hotecnaty (bezvody nebo tetrahydrat) byl piidan do reakce, tak aby byly ziskany
nize uvedené kombinace (viz. Tabulka 2). Smés se zahtivala pfi teploté varu pyridinu.
Kontrola byla provadéna pomoci TLC po 30 minutach.

Tabulka 2 - Pouzité kombinace octanu horecnatého a pyridinu

Baiika Octan horecnaty Pyridin
1 Bezvody Bezvody
2. Tetrahydrat Bezvody
3. Bezvody Pro analyzu (0,1%vody)
4 Tetrahydrat Pro analyzu (0,1%vody)
Vysledky reakci

Detekce na TLC po 30 minutach ukazala, ze u vSech kombinaci doslo ke
kvantitativni konverzi na hofe¢naty komplex.

4.2.3. Vliv druhu zvoleného rozpoustédia

Byla zkoumana tato rozpoustédla:
e Pyridin (jiz zkoumén v Kkapitole 4.3.1 a kapitole 4.3.2)
¢ Dimethylformamid (DMF)
¢ Dimethylsulfoxid (DMSO)
¢ Dimethylacetamid
e Tetrahydrofuran (THF)

Parametry reakci:

e Navazka ZIP21H2: 10 mg (0,0081 mmol)

e Teplota lazné: 130 °C

e Detekce: TLC po 30 min v mobilni fazi chloroform : toluen : ethyl-acetat
(10:10:1)

e Navazka octanu hotecnatého bezvodého: 11,5 mg (0,0810 mmol)

e Zkoumané rozpoustédlo: 1 ml

Do ban¢k se pokazdé navazil AzaPc ZIP21H2 (10 mg, 0,0081 mmol) a ptidalo se
zkoumané rozpoustédlo (1 ml). K tomuto roztoku se ptidal octan hotfecnaty bezvody
(11,5 mg, 0,0810 mmol). Smes se zahiivala v olejové lazni pii 130 °C. Detekce se
provadéla prostiednictvim TLC po riznych ¢asovych intervalech.
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Vysledky reakci
Reakce v dimethylformamidu, dimethylsulfoxidu a dimethylacetamidu probihala

velmi dobfe a TLC po 30 minutach ukdzalo pifitomnost pouze hotfe¢natého AzaPc.
Reakce v tetrahydrofuranu neprobihala ani po 6 hodinach.

4.2.4. Vliv teploty lazné

Pro urceni vlivu teploty byly zvoleny tyto teploty 1azné:
e 25 °C (laboratorni teplota)

e 40°C
e 70°C
e 90°C
e 130°C

Parametry reakci:

e Navazka ZIP21H2: 10 mg (0,0081 mmol)

e Rozpoustédlo: pyridin p.a. (0,1 % vody) 1 ml

e Detekce: TLC po 30 min v mobilni fazi chloroform : toluen : ethyl-acetat
(10:10: 1) a mobilni fazi toluen : chloroform (1 : 1)

e Navazka octanu hotfe¢natého bezvodého: 11,5 mg (0,0810 mmol)

Do kazdé banky se navazil AzaPc ZIP21H2 (10 mg, 0,0081 mmol) a pfidal se pyridin
p.a. (I ml). Ktomuto roztoku se pfidal octan hotfecnaty bezvody (11,5 mg,
0,0810 mmol) a smés byla zahiivana pfi teplot¢ varu pyridinu. Kontrola se provadéla
prostifednictvim TLC v rtiznych ¢asovych intervalech.

Vysledky reakci

V nasledujici tabulce (viz. Tabulka 3) jsou shrnuty pouzité teploty, pti kterych
reakce probihaly, v jakém cCase a s jakym vysledkem.

Tabulka 3 - Zavislost teploty na ¢ase a vysledku reakce

Teplota Cas Stav
25°C . . . “
10°C Ani po 48h neni vSe zreagovano, nedostatecna teplota
70 °C 180 min
90 °C 30 min Vse zreagovano
130 °C 30 min
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4.2.5. Komplexace horec¢natych iontu dalSimi AzaPc

Syntéza 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(diethylamino)-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato hore¢natého komplexu
(ZIP14Mg)

Parametry reakce:

e Navazka ZIP14H2 : 10,0 mg (0,0092 mmol)

e Navazka octanu hotfe¢natého tetrahydratu: 19,6 mg (0,0920 mmol)

e Rozpoustédlo: pyridin bezvody 1 ml

e Teplota lazné: 130 °C

e Detekce: TLC po 30 minutach v mobilni fazi chloroform : ethyl-acetat v poméru
od7:1do 10,5:1,5

Do banky byl navazen ZIP14H2 (10,0 mg, 0,0092 mmol) a rozpustén v pyridinu
(1 ml). Déle byl pfisypan octan hofecnaty tetrahydrat (19,6 mg, 0,0920 mmol) a smés se
zahtivala pfi teploté varu pyridinu pod zpétnym chladi¢em (viz. Obrazek 30). Detekce
byla provadéna pomoci TLC po rizné dlouhé dobé&. Reakce byla ukoncena po 60
hodinach.

N > < o Ly (o

N— /=N N
~ \ / N—

Mg(OCOCHj3), =N_ N /

- N Mg N

\ LN

@ ¢ LA
/\ N\ / N 7 Vo~
N\ N N= N

Y m ) (M
Obrazek 30 - Reakce vzniku ZIP14Mg

Vysledek reakce

Po 30 minutdch se na TLC desce zobrazily jen stopy hotfecnatého produktu.
Reakce probihala dal a jeji stav byl prabézné kontrolovan pomoci TLC. Reakce byla
ukoncena po 60 hodinach, pficemz stale byly detekovany stopy vychozi latky na TLC.
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Syntéza 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(butoxy)-1,4,8,11,15,18,22,25-
(oktaaza)ftalocyaninato horeénatého komplexu (ZIP37Mg)

Parametry reakce:

e Navazka ZIP37H2: 25,30 mg (0,0227 mmol)

e Navazka octanu hotfe¢natého bezvodého: 32,38 mg (0,2270 mmol)

e Rozpoustédlo: pyridin p.a. (0,1 % vody) 2,5 ml

e Teplota lazné: 130 °C

e Detekce: TLC po 30 min s pouzitim mobilni faze chloroform : ethyl-acetat
v poméru 30 : 1, ktera je vhodna pro bezkovovy ZIP37H2 a mobilni faze
toluen : aceton : pyridin v poméru 10 : 1 : 1 vhodné pro ZIP37Mg.

Do baiky byl navdzen ZIP37H2 (25,30 mg, 0,0227mmol) a rozpustén
v pyridinu (2,5 ml). Déle byl pfisypan octan hotecnaty bezvody (32,38 mg, 0,2270
mmol) a smés se zahfivala pifi teplot€¢ varu pyridinu pod zpétnym chladi¢em
(viz. Obrazek 31). Po 30 minutach na desce TLC nebyla detekovana vychozi latka,
pouze vznikly ZIP37Mg.

Po vyndéni michadla a odpafeni pyridinu na vakuové odparce byl vznikly
ZIP37Mg promyt vodou, zfiltrovan a promyt methanolem. Nasledné¢ byl ZIP37Mg
CiStén na silikagelu pomoci sloupcové chromatografie s vyuzitim mobilni faze
chloroform : ethyl-acetat v poméru 30 : 1. Bylo ziskdno 17 mg cist¢tho ZIP37Mg
(1. 65 %).

Latka byla porovnana na TLC se standardem pfipravenym jiz diive na katedie a
vykazovala stejny Ry.

JOY 5 i
Regie g
=N HN- Mg(OCOCHy):
N N
N N N/
o\ -0
%N ; @ ?

Obrazek 31 - Reakce vzniku ZIP37Mg
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4.3. Syntéza 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(butoxy)-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninu(ZIP37H2)

Parametry reakce:

e Navazka ZIP37: 1000 mg (3,6454 mmol)

e Navazka lithia: 178,6 mg (25,5143 mmol, Mr = 7)
e Rozpoustédlo: suchy predestilovany butanol 50 ml
e Teplota lazné: 130 °C

5,6-Dibutoxypyrazin-2,3-dikarbonitril (1000 mg, 3,6454 mmol) se rozpustil
v bezvodém butanolu (50 ml) a smés se zahtala k teploté varu rozpoustédla. Do reakce
bylo postupné piidavano kovové lithium (178,60 mg, 25,5143 mmol) a smés se
zahtivala po dobu 3,5 hodiny (viz. Obrazek 32).

Po ukonceni reakce se vyndalo michadlo a butanol se odpafil na vakuové
odparce. Latka byla dale michdna s roztokem 50% kyseliny octové (150 ml),
ptefiltrovana pies skladany filtr, promyta roztokem methanol : voda v poméru 1 : 1
(50 ml), malym mnozstvim methanolu (20 ml), ethanolu a acetonu. Na filtru zistava
tmavofialova latka (ZIP37H2).

\/\/Oj\/L

.
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N= INIO\/\/ BuOH bezvody
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Obrazek 32 - Reakce pripravy ZIP 37H2
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4.4. Syntéza 2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(butoxy)-
1,4,8,11,15,18,22,25-(oktaaza)ftalocyaninato horecnatého
komplexu (ZIP37Mq) pfimou cyklizaci

Parametry reakce:

e Navazka ZIP37: 851,8 mg (0,7749 mmol)

e Navazka hotciku: 500,0 mg (20,5719 mmol)

e Rozpoustédlo: suchy ptedestilovany butanol 75 ml
e Teplota lazné: 130 °C

Kovovy hot¢ik (500 mg, 20,5719 mmol) se zahtival v butanolu (75 ml) 3 hodiny
pii teploté¢ 130 °C do vzniku butanolatu hotfecnatého (kasovitd hmota). Nasledné byl
pfidan ZIP37 (851,8 mg, 0,7749 mmol) rozpustény v malém mnozstvi butanolu (15 ml)
a smes se zahtivala dalsi 3 hodiny do vzniku ZIP37Mg (viz. Obrazek 33).

Po ukonceni reakce se vyndalo michadlo a butanol se odpafil na vakuové
odparce. V kadince byl piipraven roztok 50% kyseliny octové (150 ml). Ve 100
ml tohoto roztoku se ZIP37Mg nechal michat 30 minut. Zbylym roztokem se latka
promyla a prefiltrovala na sklddaném filtru. Latka se dale promyla methanolem a
acetonem a vysusila na frite.

Krystal latky se rozpustil v chloroformu a provedla se analyza pomoci TLC
s pouzitim mobilnich fazi pro ZIP37H2 fazi chloroform : ethyl-acetat (30 : 1) a
ZIP37Mg fazi toluen : aceton : pyridin (10 : I : ). Latka nebyla cista, proto byla
CiSténa na silikagelu pomoci mobilni faze pro ZIP37Mg. Latka opét nedosahovala
pozadované Cistoty, proto byla promyta methanolem a vysuSena. Druhy sloupec se
nejprve eluoval fazi pro ZIP37H2, ¢imz byly odstranény necistoty. Poté byla faze
zménéna na vhodnou pro ZIP37Mg a byl ziskan ¢isty ZIP37Mg.

S

0 0
O\€§N N;S/O
N= N/ o M SN BuOH bezvody \ N/ N /
o o

O% gO
Obrazek 33 - Reakce vzniku ZIP37Mg
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5. Diskuze

Syntéza hotfecnatych AzaPc lze provést nékolika zplsoby, nejcastéji vSak
cyklizaéni metodou. Casto se viak u téchto AzaPc $tdpi periferni substituenty nebo
asymetrické AzaPc se od sebe hlife odd¢luji a Cisti. Aby se t€émto jeviim zabranilo, je
vyhodnéjsi metoda vkladani hotfecnatych kationtd. Tuto metodu jsem optimalizovala
zkoumanim vhodnych podminek pro vkladani hoi¢iku: hotecnaté soli, vliv teploty, vliv
rozpoustédel, vliv vlhkosti a v neposledni fad¢ i vliv periferni substituce.

Vikladani hovecnaté soli

Pro zkoumani vhodné soli vyuzitelné u metody vkladani jsem pouzila ZIP21H2
v navazce 20 mg. Toto mnozstvi jsem zvolila vzhledem ktomu, Ze je dostacujici
k detekci tspéSnosti reakce. Adekvatné k tomuto mnozstvi jsem v desetinasobném
nadbytku navazila hotec¢naté slouceniny (viz. Tabulka 1) a jako rozpoustédlo jsem
zvolila bezvody pyridin, protoze vodny pyridin by mohl snizit ¢i potlacit reaktivitu.
Tento jev jsem se rozhodla pozdéji také prozkoumat. Jelikoz je teplota varu pyridinu
115 °C, zvolila jsem teplotu lazné 130 °C pro zajisténi bezproblémového pribéhu

Z1P21Mg. Z divodu velmi odlisSnych retencnich faktorti jsem jako jednoduchou
detek¢ni metodu vybrala TLC, kterd zajistila jasné Citelny vysledek. Vzorek z reakce
jsem odebirala po 30 minutich. Interval 30 minut jsem zvolila sohledem na
proveditelnost a priubéh reakce.

Octan hotecnaty zreagoval zcela jiz po 30 minutach. Dle TLC jiz nebyla patrna
vychozi latka (bezkovovy AzaPc). U mlé¢nanu hofe¢natého, uhlicitanu hotecnatého a
oxidu hofecnatého byly po 30 minutich detekovany pouze stopy produktu. Po 6,5
hodinach, kdy byla reakce ukoncena, byl vysledny produkt (hotfecnaty AzaPc) stale
pfitomen pouze v nepatrném mnozstvi. Chlorid hofe¢naty reagoval velice pomalu. Po
30 minutach byly detekovany stopy produktu. Zcela zreagoval az po 5 hodinéach.
Reakce byla provedena také s 20-ti ndsobnym piebytkem. S timto mnoZstvim probé&hla
reakce zcela jiz po 3 hodinach. Octan hofe¢naty reagoval ze vSech pouzitych latek
nejlépe a nejrychleji. Z tohoto diivodu jsem ho pouzila do dal$ich reakei.

Viiv vihkosti

Vliv vlhkosti mohl byt dulezitym faktorem ovliviiujicim vkladani hot¢iku. Proto
jsem se rozhodla tento parametr prozkoumat. Pracovala jsem pouze s octanem
hote¢natym, ktery pfi prvnich reakcich vyuzivajici metodu vkladani reagoval nejlépe.
Pouzivala jsem bezvody nebo tetrahydrat a jako rozpoustédlo bezvody pyridin nebo
pyridin pro analyzu s obsahem 0,1 % vody. Kombinace latek jsem navrhla tak, abych
pokryly vSechny existujici moznosti a mohla jsem tak ziskat komplexni vysledky
s vypovidajici hodnotou. Detekce na TLC po 30 minutich ukdzala, Ze vSechny
kombinace jsou vhodné pro vkladani hot¢iku.
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Vliv rozpoustédel

Pro metodu vkladani hoiciku je rovnéz duilezité v jakém rozpoustédle mize
reakce probihat. Zda by se tato metoda mohla vyuzit i s jinymi rozpoustédly ¢i probiha
pouze v pfitomnosti pyridinu. Krom¢ pyridinu byla proto zkoumana i rozpoustédla
dimethylformamid, dimethylsulfoxid, dimethylacetamid a tetrahydrofuran.

V dimethylformamidu, dimethylsulfoxidu a dimethylacetamidu probihala reakce
velmi dobfe a TLC analyza po 30 minutach ukazala kvantitativni vytézek hote¢natého
AzaPc. Z této skuteCnosti vyplyva, Ze tato rozpoustédla by taktéz mohla byt pouzita pii
vkladani hotc¢iku. S témito rozpoustédly jsem dale nepracovala, jelikoz maji vyssi
teplotu varu nez pyridin, a proto by se hiife odstraiiovala z reakéni smési po ukonceni
reakce. Dimethylformamid ma teplotu varu 153 °C, dimethylsulfoxid vie pii 189 °C a
dimethylacetamid dosahne varu pti 165 °C. Tetrahydrofuran se ukéazal jako nevhodné
rozpoustédlo pro vkladani hoiciku, jelikoz k reakci nedoslo ani po 6 hodinach.

Vliv teploty

Pti vkladani hot¢iku mé rovnéz zajimalo, jak velkou roli hraje teplota na priib¢h
této reakce. Zda se zméni reakéni doba (zlstane stejnd ¢i se prodlouzi), bude-li mit
zména teploty vliv na jeji efektivnost ¢i teplota nehraje zadnou roli. Pfi zkoumani
tohoto vlivu jsem taktéz postupovala podle zakladni reakce. Navazky jsem pouzila
stejné jako pfi zkoumani vlivu vlhkosti a vlivu rozpoustédel. Teploty lazné byly zvoleny
systematicky od laboratorni teploty po teplotu varu rozpoustédla. Pii teplotach lazné
130 °C a 90 °C probiha vkladani hot¢iku jiz po 30 minutach s kvantitativnim vytézkem
hote¢natého AzaPc. U teploty 70 °C je tato reak¢ni doba prodlouzena na 3 hodiny,
avsak rovnéz dosahuje dobrych vysledki. Reakce pfii teplotach 40 °C a 25 °C ma velmi
pomaly pribéh. Ani po 48 hodinach nedochazi ke kvantitativnimu vytézku hotecnatého
AzaPc, proto tyto teploty nejsou vhodné pro metodu vkladani hot¢iku.

Kromé mobilni faze zobrazujici hofecnaté AzaPc jsem zde pouzila i mobilni fazi
toluen : chloroform (1 : 1), ktera je vhodna k detekci vychozi latky.

Vliv periferni substituce

Mimo vyse uvedenych vlivli jsem zkoumala vliv periferni substituce na dalSich
makrocyklickych latkach. Nej€astéj$imi perifernimi substituenty u AzaPc zkoumanych
v nasi laboratofi jsou alkylsulfanyl skupiny, dialkylamino skupiny a alkyloxy skupiny.
Zakladni latku pro zkoumani faktord ovliviiyjicich vkladani hofecnatych kationtli jsem
pouzila ZIP21H2 obsahujici alkylsulfanyl skupiny (viz vySe), proto jsem déle zvolila
latku ZIP14H2 s dialkylamino skupinami a latku s alkyloxy skupinami ZIP37H2.

U syntézy AzaPc ZIP21Mg jsem sledovala mnohé vlivy vkladani hoi¢iku a jako

optiméalni podminky se ukdzalo zahfivani pii teplot¢ varu v pyridinu s octanem
hote¢natym. Tyto podminky byly proto aplikovany i na dalsi latky.
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Pti syntéze AzaPc ZIP14Mg jsem meéla k dispozici bezkovovy AzaPc
ZIP14H2, proto nebyla jeho pfiprava nutnd. Do reakce jsem vlozila ZIP14H2 a
tetrahydrat octanu hotfe¢natého v deseti-molarnim nadbytku. Tuto smés jsem zahiivala
pii teploté¢ varu pyridinu a provadéla detekci TLC po razné¢ dlouhé dobé. Reakce
probihala velice pomalu, proto jsem ji ukoncila po 60 hodinach, ptfestoze na TLC byly
stale patrné stopy vychozi latky (bezkovovy AzaPc). Tento jev si vysvétluji pfitomnosti
diethylamino skupin, které ptisobi silnym kladnym induk¢nim a kladnym mezomernim
efektem. NH skupiny v centru jsou tudiz slabé&ji kyselé, coz zpisobuje zpomaleni
komplexacni reakce.

Pro syntézu AzaPc ZIP37Mg jsem si nejprve musela piipravit ZIP37H2 a do
n¢j jsem mohla vkladat hotecnaté kationty. 5,6-Dibutoxypyrazin-2,3-dikarbonitril jsem
rozpustila v butanolu a k tomuto roztoku pridavala kovové lithium usnadnujici tuto
cykliza¢ni reakci. Reakéni smés jsem zahtivala 3,5 hodiny pii teploté varu butanolu. Po
odstranéni rozpoustédla a promyti latky jsem ziskala ZIP37H2.

ZIP37H2 jsem dale podrobila optimalnim podminkdm pro komplexaci
hote¢natych kationtd. Jiz po 30 minutich jsem detekovala pomoci TLC pouze
Z1P37Mg. Protoze tato latka nebyla zcela Cistd, rozhodla jsem se vyuzit sloupcové
chromatografie. Ziskala jsem 17,0 mg cistétho ZIP37Mg coz je 65 % teoretického
vytézku. Konverze ZIP37H2 na ZIP37Mg byla podle TLC kvantitativni, ale doslo ke
ztratam sloupcovou chromatografii ziejmé v dusledku vyssi agregace.

Syntézu AzaPc ZIP37Mg jsem si také vyzkouSela metodou piimé cyklizace.
Kovovy hoic¢ik jsem nechala reagovat 3 hodiny s butanolem za vzniku butanolatu
hotec¢natého, ke kterému jsem pridala 5,6-dibutoxypyrazin-2,3-dikarbonitril a smes dale
zahtivala pfi teploté varu butanolu dalsi 3 hodiny do vzniku ZIP37Mg. Pro vycisténi
jsem zvolila sloupcovou chromatografii s mobilni fazi pro ZIP37Mg. Timto sloupcem
se rovnéz nepodarily odstranit vSechny necistoty. Tento problém jsem se rozhodla fesit
dalsi sloupcovou chromatografii s pomalejs$i mobilni fazi, kde mély necistoty vysoky R
a ZIP37Mg se drzel u startu. Touto fazi jsem z latky odstranila necistoty a Cisty
Z1P37Mg mi zistal navazany na silikagelu. Proto jsem nasledné pouzila polarnéjsi fazi
eluovala tak Cisty ZIP37Mg.

Pii porovnani obou metod se domnivam, ze metoda vklddani hofecnatych
kationti do jiz vznikého AzaPc cyklu je jednodussi, efektivnéjsi a rychlejsi. Vyzaduje
ovSem nejprve pripravu bezkovového makrocyklu.
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6. Zaveér

V ramci diplomové prace jsem se pokusila optimalizovat metodu vkladani

hotecnatych kationtd do jiz vzniklého AzaPc cyklu, aby tato metoda mohla byt dale

vyuzivana.

Zkoumala jsem jednotlivé vlivy, které mohly ovliviiovat vkladani:

Druh hotec¢naté soli
Vliv vlhkosti

Vliv rozpoustédla
Vliv teploty 1azné
Periferni substituce

Rovnéz jsem si pro syntézu hoiecnatych AzaPc vyzkouSela metodu piimé

cyklizace, abych mohla objektivné posoudit obé tyto metody. V porovnani s metodou

piimé cyklizace je metoda vkladani jednodussi a efektivnéjsi, je ovSem zavisld na

piedchozi Gispésné syntéze bezkovového derivatu.

Z vysledki se mi podafily urCit optimalni parametry metody vkladani hot¢iku:

Octan hote¢naty

Bez vlivu vlhkosti

Rozpoustédlo pyridin

Teplota lazné€ 130 °C

Velmi vhodné pro AzaPc substituované alkylsulfanyl skupinami a alkyloxy
skupinami. V piipad¢ dialkylamino substituovanych AzaPc je snizena kyselost
NH skupin zpiisobend kladnym induk¢énim a kladnym mezomernim efektem
téchto skupin. Tento jev zptsobuje dlouhé reakéni doby a brani uplné konverzi
na hotecnaty AzaPc.

Vysledky mé diplomové prace se staly také soucasti jiz publikované prace

zabyvajici se syntézou a hodnocenim hofecnatych azaftalocyaninii a ftalocyanint:
ZIMCIK, P.; NOVAKOVA, V.; KOPECKY, K.; MILETIN, M.; USLU KOBAK, R. Z.;
SVANDRLIKOVA, E.; VACHOVA, L.; LANG, K.: Magnesium Azaphthalocyanines:
An Emerging Family of Excellent Red-Emitting Fluorophores, Inorg.Chem., 2012,
Vol. 51, No. 7, pp. 4215-4223.
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