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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra :   Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analýzy 

Kandidát:   Mgr. Lukáš Lochman  

Školitel:   Doc. PharmDr. Veronika Nováková, Ph.D. 

Konzultant:   Doc. PharmDr. Petr Zimčík, Ph.D.  

Disertační práce:   Studium rozpoznávacích částí senzorických azaftalocyaninů 

 

Azaftalocyaniny (AzaPc) jsou planární makrocyklické látky s unikátními fotofyzikálními 

vlastnostmi, jako jsou absorpce a emise nad 650 nm a vysoké kvantové výtěžky fluorescence. U 

alkylamino substituovaných AzaPc byl objeven jev zvaný intramolekulární přenos náboje (ICT), 

který je zodpovědný za účinné zhášení excitovaných stavů (nefluorescentní OFF stav). ICT 

probíhá mezi donorem (periferní amin) a akceptorem (makrocyklické jádro). Pokud zablokujeme 

probíhající ICT, dojde k obnovení kompetitivní relaxační cesty formou silné emise fluorescence 

(fluorescentní ON stav). ICT v AzaPc lze blokovat dvěma způsoby: Protonizací donoru, kterého 

se využívá u pH-senzitivních AzaPc senzorů, nebo koordinací kationtu kovu do rozpoznávací části 

typické pro AzaPc senzory citlivé ke kationtům kovu. Výše zmíněné vlastnosti předurčují AzaPc, 

aby se staly novými fluorescenčními senzory s dobrou svítivostí a výhodnou absorpcí a emisí 

červeného světla, které může pronikat hluboko do tkání díky nízké interferenci s endogenními 

chromofory.  

Téma této disertační práce bylo zaměřeno na studium rozpoznávací části senzorických 

AzaPc citlivých ke kationtům kovů s cílem odhalit klíčové strukturní faktory ovlivňující selektivitu 

a citlivost senzoru a připravit senzor vysoce selektivní a citlivý k určitému analytu. Má práce 

začala projektem studujícím vliv velikosti aza-crownu jako rozpoznávací části na selektivitu 

senzoru. Bylo zjištěno, že velikost aza-crownu je klíčovým faktorem pro selektivní vázání kationtů 

alkalických kovů ale ne kationtů kovů alkalických zemin pravděpodobně kvůli vyšší elektronové 

hustotě dané jejich dvojmocným charakterem. Druhý projekt se zabýval využitím dvou aza-

crownů ve specifickém uspořádání nazývaném „tweezer“ (pinzeta). Takovéto zvýšení rigidity 

rozpoznávací části způsobilo signifikantní zlepšení selektivity i citlivosti senzoru k požadovanému 



  

 
 

analytu s téměř žádnou zkříženou citlivostí k jiným testovaným analytům. Hlavní nevýhoda této 

série, nízké hodnoty kvantového výtěžku fluorescence v ON stavu senzoru z důvodu nutnosti 

blokovat obě donorová centra, byla překonána ve třetím projektu, kde jsme využili znalosti 

získané z předešlých projektů. Tyto senzory měly jen jedno donorové centrum a zvýšení rigidity 

bylo dosaženo připojením lariat etherů nebo dalšího crownu. Výsledkem byly připravené AzaPc 

senzory vysoce selektivní k K+ s 3,2× vyššími hodnotami kvantových výtěžků fluorescence v ON 

stavu ve srovnání se senzory ze série s aza-crowny v uspořádání „tweezer“. 

V rámci mé výzkumné stáže ve skupině Assoc. Prof. Sergeje Borisova na „Graz University 

of Technology“ (Graz, Rakousko) jsem se zaměřil na možnost využít pH-senzitivní AzaPc pro 

přípravu nových CO2 senzorů. Nejprve byla nalezena vhodná metoda pro imobilizaci AzaPc 

k podpůrné fólii, a poté jsme prozkoumali možnost použití nových alternativních matricí 

založených na polyuretanových elastomerech s různým obsahem vody (5-25 %). Dále jsme se 

zabývali také ovlivněním citlivosti senzoru k pCO2 volbou báze ze skupiny tetraalkylammonium-

hydroxidů, které se lišily délkou svého uhlovodíkového řetězce. Fólie s AzaPc indikátorem byla 

nakonec vložena na špičku skleněného vlákna a použita v experimentu pro předvedení možnosti 

použít takovéto zařízení ve skutečné aplikaci (např. pro monitorování CO2 v dechu). 
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Supervisor:  Doc. PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D. 

Advisor:  Doc. PharmDr. Petr Zimcik, Ph.D.  

Doctoral Thesis:  Study of recognition moieties of sensoric azaphthalocyanines 

 

Azaphthalocyanines (AzaPcs) are planar macrocyclic compounds with unique photophysical 

properties like absorption and emission over 650 nm and high quantum yields of fluorescence. 

Alkylamine substituted AzaPcs have been shown to undergo an ultrafast intramolecular charge 

transfer (ICT) which is responsible for efficient quenching of excited states (nonfluorescent OFF 

state). ICT occurs between donor (peripheral amine) and acceptor (macrocyclic core). Blocking 

of ICT leads to restoration of high fluorescence emission (fluorescent ON state) which is the 

competitive relaxation pathway. There are two known possible ways how to block ICT in AzaPcs 

sofar: By protonation of donor in pH sensitive AzaPc sensors or by coordination of metal cation 

into the recognition moiety resulting in cation sensitive AzaPc sensors. Above-mentioned 

properties predestinate AzaPcs to become new fluorescent sensors with good brightness and 

advantageous absorption and emission of red light deep penetrating into the tissues thank low 

interference with endogenous chromophores. 

The topic of my dissertation was focused on the study of the recognition moiety of sensoric 

AzaPcs sensitive to metal cations with the aim to disclose structural key factors influencing 

sensor selectivity and sensitivity, and to prepare a sensor highly selective and sensitive to a 

desired analyte. My work began with the project studying the effect of the size of aza-crown 

recognition moiety on the sensor selectivity. It was clearly demonstrated that the size of aza-

crown is the key factor for selective binding of alkali metal cations but not for alkaline earth 

metal cations probably due to the higher electron density given by their divalent character. 

Second project dealt with the introduction of two aza-crowns in a specific arrangement called 

tweezer. Such an increase of rigidity of recognition moiety resulted in significant improvement 



  

 
 

of the both sensor selectivity and sensitivity to desired analyte with almost no-cross sensitivity 

to other analytes tested. The main drawback of this series, i.e. low fluorescence quantum yields 

in ON state of sensor due to the necessity of blocking the both donor centers, was overcome in 

the third project combining knowledge obtained in the first two projects. These sensors had just 

one donor center whereas increased rigidity was achieved by the attachment of an either lariat 

ether or an additional crown. As a result, AzaPc sensors highly selective to K+ with 3,2× higher 

fluorescence quantum yields in ON state in comparison with tweezer-like sensors were 

developed. 

The possibility to use pH-sensitive AzaPcs in development of new CO2 sensors was investigated  

during my research stay in the group of Assoc. Prof. Sergey Borisov at Graz University of 

Technology (Graz, Austria). Firstly, the method for immobilization of AzaPc to a support foil was 

successfully developped. It was followed by the study of the possibility to use new alternative 

matrices based on polyurethane elastomers with different content of water uptake (5-25 %). 

Then, we focused on the tuning of the sensor sensitivity to pCO2 by the choice of the base from 

the group of tetraalkylammonium hydroxides differing in the length of alkyl chain. Finally, the 

foil containing AzaPc indicator was inserted on the tip of glass fiber and used in an experiment 

demonstrating the possibility to use such device in real application (e.g. for monitoring CO2 in 

breathe). 
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1. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

AzaPc  azaftalocyanin (azaphthalocyanine) 

BCECF   2´,7´-bis(2-karboxyethyl)-5(6)-karboxyfluorescein     

  (2′,7′-bis(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein) 

BODIPY  boron-dipyrromethen (boron-dipyrromethene) 

CSS  charge separated state 

CTC  charge transfer complex 

DAPI  4',6-diamidin-2-fenylindol (4',6-diamidino-2-phenylindole) 

DBU  1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-en 

DMF  N,N-dimethylformamid 

DMSO  dimethylsulfoxid  

DOPC  dioleoylfosfatidylcholin (dioleoylphosphatidylcholine) 

DPP  diketo-pyrrolo-pyrrol 

dppn  4,7-difenyl-1,10-fenantrolin (4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline) 

FEF  zesilující faktor fluorescence (fluorescence enhancement factor) 

F  kvantový výtěžek fluorescence (fluorescence quantum yield) 

FRET  Försterův rezonanční přenos energie (Förster resonance energy transfer) 

GC   plynová chromatografie (gas chromatography) 

GFP   zelený fluorescenční protein (green fluorescent protein) 

HOMO   nejvyššího obsazený orbital (highest occupied molecular orbital) 

HPLC   vysoce účinná kapalinová chromatografie       

  (high-performance liquid chromatography) 

HPTS  8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonát  

ICT  intramolekulární přenos náboje (intramolecular charge transfer) 
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IČ  infračervená spektroskopie  

LUMO   nejnižším neobsazený orbital (lowest unoccupied molecular orbital) 

MeCN  acetonitril 

MeOH  methanol 

NADH   nikotinamidadenindinukleotid 

NP  nanočástice (nanoparticle) 

PBFI  potassium-binding benzofuran isophthalate 

Pc  ftalocyanin (phthalocyanine) 

PDT  fotodynamická terapie (photodynamic therapy) 

PET  světlem vyvolaný přenos elektronu (photo-induced electron transfer) 

PETE  polyethylentereftalát (polyethylene terephthalate) 

RET  rezonanční přenos energie (resonance energy transfer) 

SBFI  sodium-binding benzofuran isophthalate 

SNAFL  seminaftofluorescein (seminaphthofluorescein) 

SNARF  seminaftorhodafluor (seminaphthorhodafluor) 

TBAH   tetrabutylammonium-hydroxid  

TEAH  tetraethylammonium-hydroxid 

TEOS  tetraethylorthosilikát  

THF  tetrahydrofuran 

TLC  chromatografie na tenké vrstvě (thin layer chromatography) 

TOAH  tetraoktylammonium-hydroxid 

t.t.  teplota tání  

ZnPc  nesubstituovaný zinečnatý ftalocyanin (unsubstituted zinc phthalocyanine) 
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2. FORMULACE PROBLEMATIKY A ZPŮSOB ŘEŠENÍ 

 

V současné době je kladen velký důraz na vývoj nových neinvazivních vyšetřovacích 

metod pro stanovení hladin rozdílných iontů (např. Na+, K+, Li+, Ca2+, Mg2+, Zn2+) v těle,[1] které 

mohou mít přímou souvislost s patogenním procesem uvnitř organismu.[2] Většina 

instrumentace (vysoce účinná kapalinová chromatografie (HPLC), plynová chromatografie (GC), 

potenciometrie) je nepřenosná, velmi nákladná a vyžaduje vyškoleného operátora. Proto mezi 

těmito dobře zavedenými metodami zaujaly své nesporné místo fluorescenční senzory jako 

rychlá, přesná a dostupná varianta.[1-3]  

Molekula senzoru mění své fluorescenční vlastnosti v závislosti na přítomnosti určitého 

analytu. Současným trendem je vývoj zařízení obsahujících senzor(-y) v podobě tzv. kitů pro 

hodnocení hladin iontů nebo pH případně CO2, O2 v těle pacienta nebo přístrojů umožňujících 

vzdálené snímání pomocí senzorů, které jsou jako součást zařízení umístěny na špičce optického 

vlákna.[1, 2, 4, 5] Hlavními nedostatky komerčně dostupných fluorescenčních senzorů je většinou 

nevhodná oblast absorpce a emise pro biologické aplikace (pod 600 nm), nízká svítivost, 

nedostatečná fotostabilita nebo zkřížená citlivost na pH prostředí (neplatí pro pH senzory).[2] 

Naše skupina se již 15 let zabývá přípravou a vlastnostmi azaftalocyaninů (AzaPc) pro 

vývoj fotosenzitizérů pro fotodynamickou terapii (PDT),[6, 7] nicméně teprve v době vypracování 

mé diplomové práce jsme přišli s myšlenkou využít AzaPc jako fluorescenční senzory.[8] Velkou 

výzvou byla především oblast senzorů citlivých ke kationtům kovů, u kterých by AzaPc tvořil 

vlastní fluorofor a periferně navázaný aza-crown pak rozpoznávací část. Takovéto senzory by 

byly schopny překlenout výše zmíněné nevýhody, neboť pro AzaPc jsou typické absorpce a emise 

v červené oblasti spektra a vysoká hodnota extinkčního koeficientu v hlavním absorpčním pásu. 

Dokonalé zhášení v OFF stavu je v námi navrhovaném konceptu senzorů zajištěno tzv. 

intramolekulárním přenosem náboje (intramolecular charge transfer, ICT),[9] který by měl být po 

koordinaci citlivého analytu do rozpoznávacího centra senzoru blokován, což se projeví 

signifikantním nárůstem intenzity fluorescence (ON stav senzoru). Práce v této oblasti byla 

započata během mé diplomové práce, kdy jsme pouze potvrdili správnost navrženého konceptu 

AzaPc senzorů pro kationty kovů.[8] Dalším logickým krokem bylo detailní studium rozpoznávací 

části (velikost aza-crownu, rigidita, atd.) AzaPc senzoru, sledování vlivu prostředí a především 

pak popsání vztahů mezi strukturou a jejich senzorickými vlastnostmi. Tyto poznatky by měly 

následně vést k přípravě senzoru vysoce selektivního a citlivého k určitému kationtu kovu. 
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3. CÍL DISERTAČNÍ PRÁCE 

 

Jak bylo uvedeno výše, vývoj nových fluorescenčních senzorů je v současné době velmi 

žádoucí a to z důvodu jejich nesporných výhod, jako je jejich vysoká citlivost, rychlá odezva a 

kompatibilita s biologickým prostředím.[3] Senzory nacházejí široké uplatnění v medicíně při 

monitorování hladin iontů v těle (Na+, K+, Ca2+, Li+), při monitorování plynů v dechu (O2, CO2) 

nebo v zobrazovacích metodách.[2] Hlavními nevýhodami komerčně dostupných senzorů je jejich 

slabá svítivost a absorpce jen při nízkých vlnových délkách. To nabízí dostatečný prostor pro 

vývoj strukturně nových látek s vylepšenými vlastnostmi. A to vedlo k myšlence prostudovat 

možnost použít AzaPc jako nové fluorescenční senzory pro rozpoznávání kationtů kovů nebo pro 

kvantifikaci pCO2 v prostředí.  

Největší výhodou AzaPc je jejich silná absorpce a emise v červené oblasti spektra (nad 

650 nm, extinkční koeficienty 2-3×105 dm3 mol-1 cm-1
 v hlavním absorpčním pásu). U alkylamino 

substituovaných AzaPc byl objeven proces ICT,[9] který probíhá mezi periferním aminem (donor) 

a AzaPc makrocyklem (akceptor). ICT účinně zháší excitované stavy molekuly (OFF stav senzoru). 

Avšak po navázání analytu do rozpoznávacího centra senzoru je ICT blokováno, a to se projeví 

nárůstem fluorescence (ON stav senzoru). Přímé spojení donorového aminu k makrocyklu AzaPc 

snižuje jeho bazicitu a poskytuje tak další velkou výhodu v podobě necitlivosti senzoru k pH 

prostředí.  

První projekt zabývající se AzaPc senzory pro kationty kovů[8] řešený v rámci mé 

diplomové práce potvrdil možnost použít AzaPc jako fluorescenční senzory. Připravené 

sloučeniny byly sice preferenčně citlivé k K+ a Na+, avšak do rozpoznávacího centra byly vázány i 

jiné kationty (Li+, NH4
+, Ba2+), které byly schopny částečně přepnout senzor do ON stavu. Proto 

se mým hlavním cílem disertační práce stalo detailně prozkoumat klíčové strukturní faktory 

ovlivňující selektivitu a senzitivitu AzaPc senzoru k vybraným analytům a dále pak se pokusit 

vyvinout vysoce selektivní a senzitivní senzor emitující v červené oblasti spektra. Moje práce 

bude vždy nejprve zahrnovat přípravu požadovaných AzaPc, popsání jejich spektrálních a 

fluorescenčních vlastností s důrazem na změnu těchto vlastností v přítomnosti různých kationtů 

kovů. Z dosažených výsledků budou vyvozeny vztahy mezi strukturou a senzorickými 

vlastnostmi. Na základě těchto závěrů bude vždy navržena nová série AzaPc senzorů 

s vylepšenými vlastnostmi. 

Další částí mé práce vypracované během stáže na „Graz University of Technology“ (Graz, 

Rakousko) se bude zabývat možností využití pH senzitivních AzaPc pro přípravu plastických CO2 
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fluorescenčních senzorů. V rámci tohoto projektu bylo třeba optimalizovat podmínky pro 

imobilizaci AzaPc na fólii z polyethylentereftalátu (PETE) (výběr matrice, rozpouštědlo, báze), a 

poté ověřit citlivost senzorů na pCO2 měřením změn intenzity fluorescence. Posledním krokem 

by mělo být ověření senzorických vlastností v reálné aplikaci senzoru.  
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4. PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

 

4.1 Ftalocyaniny a azaftalocyaniny 

Ftalocyaniny (Pc) jsou planární makrocyklické látky s rozsáhlým systémem 

konjugovaných dvojných vazeb, který jim poskytuje unikátní fotofyzikální vlastnosti. Předlohou 

pro uměle připravené Pc byly přírodní porfyriny (Obr. 1), které jsou známy jako významné látky 

v metabolických procesech, jako je fotosyntéza nebo přenos kyslíku červenými krvinkami. 

Molekula Pc je složena ze čtyř isoindolinových jednotek spojených v polohách 1 a 3 

azomethinovými můstky.[10] Izosterní záměnou benzenových jader za jádra pyrazinová lze 

odvodit aza-analogy Pc tzv. tetrapyrazinoporfyraziny patřící do široké skupiny AzaPc nejznámější 

struktury jsou uvedeny na Obr. 2. 

 

Obr. 1 Struktura porfyrinu a odvozené struktury ftalocyaninu a azaftalocyaninu. 

 

 

Obr. 2 Aza-analogy ftalocyaninů: tetrapyridoporfyraziny (A, B), tetrapyrazinoporfyraziny (C) a 

triazoloftalocyaniny (D).[11] 
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Izosterní záměnou a vznikem AzaPc dochází ke změnám některých vlastností oproti 

původním Pc. AzaPc jsou výhodnějšími z hlediska snazší přípravy prekurzorů, což je obecně dáno 

vyšší reaktivitou pyrazinu než ftalonitrilu. Výhodou může také být nižší lipofilita a lepší 

rozpustnost.[12] Hlavními nevýhodami AzaPc jsou vyšší tendence agregovat a posun hlavního 

absorpčního pásu k nižším vlnovým délkám.[13]  

Pc/AzaPc komplexy mohou mít v centru chelatovaný kationt kovu nebo mohou existovat 

ve formě bez centrálního kationtu jako tzv. bezkovové deriváty. Dle literatury Pc mohou 

chelatovat do svého centra přes 70 různých kationtů kovů (Zn2+, Mg2+, Cu2+, Si4+, Ge4+).[10] 

Podobné vlastnosti můžeme očekávat také v méně prozkoumané skupině AzaPc díky stejné 

velikosti centrální dutiny.[12] Volba centrálního kationtu kovu makrocyklu je velmi důležitým 

faktorem, neboť ovlivňuje finální vlastnosti molekuly, a proto se výběr kationtu kovu liší dle 

zamýšlené aplikace molekuly.  

Důležitou modifikací Pc/AzaPc molekuly je také volba vhodných periferních 

substituentů, které zásadně ovlivňují finální vlastnosti látky. Pro modifikaci molekuly můžeme 

použít dva přístupy. První je založen na modifikaci již připravených Pc/AzaPc pomocí aromatické 

elektrofilní substituce (např. sulfonace oktafenyl substituovaného AzaPc reakcí s kyselinou 

chlorsulfonovou)[12] nebo reakcí spojených s hydrolýzou esterových nebo nitrilových skupin na 

periferii Pc/AzaPc. Druhý přístup zahrnuje vhodnou substituci prekurzorů a následnou cyklizační 

reakci.[13] Můžeme takto velmi snadno měnit tyto parametry: rozpustnost v organických nebo 

vodných rozpouštědlech; snížit tendenci agregovat (sterické zabránění[14] nebo zabránění vlivem 

elektrostatických odpudivých sil),[15] spektrální vlastnosti (absorpce, emise), biologická 

aktivita.[12] 

 

4.2 Vlastnosti Pc a AzaPc 

 Pc a AzaPc jsou strukturně příbuzné sloučeniny, a proto i jejich níže popisované 

absorpční, fotofyzikální a fotochemické vlastnosti jsou podobné. Případné rozdíly mezi Pc a 

AzaPc jsou vždy uvedeny a porovnány. 

   



  

20 
 

4.2.1 Absorpční vlastnosti 

Pc a AzaPc jako látky s konjugovaným systémem vazeb jsou schopny absorbovat 

světlo ve viditelné oblasti (390 – 760 nm), a to je důvodem jejich typického modrozeleného 

zabarvení. V absorpčním spektru Pc a AzaPc jsou snadno rozpoznatelné dva hlavní absorpční 

pásy. Vysokoenergetický B pás (Soretův pás) v oblasti blízko ultrafialového světla (320-380 

nm),[16] který se u Pc a AzaPc téměř nemění, a nízkoenergetický Q pás ležící ve viditelné oblasti 

světla 650-720 nm. Izosterní záměnou benzenových jader v Pc makrocyklu za pyrazinová dojde 

k výraznému hypsochromickému posunu Q pásu o 40-60 nm,[6] proto je Q pás u AzaPc posunut 

k nižším vlnovým délkám do oblasti 620-670 nm.  

Informaci o tom, jak silně daná látka absorbuje (jak je zeslabena intenzita světla po 

průchodu vrstvou prostředí látky), vyjadřuje tzv. extinkční koeficient, který představuje součet 

koeficientu absorpce a koeficientu rozptylu světla v určitém prostředí.[17] Hodnoty extinkčních 

koeficientů v maximu Q pásu pro Pc a AzaPc jsou srovnatelné s hodnotami okolo 1-3×105 mol-

1dm-3cm-1.[16] Z tvaru Q pásu můžeme snadno vyčíst další důležité informace týkající se nejen 

čistoty sloučeniny,[11] ale dají se z něj získat i další informace o zkoumané sloučenině (viz níže). 

Tvar Q pásu poskytuje informace týkající se symetrie/asymetrie sloučeniny. Symetrický 

Pc/AzaPc komplex s centrálním kationtem kovu má ostrý, neštěpený Q pás – sloučenina se 

nachází v termodynamicky stabilním stavu jako delokalizovaný dianion s vysokou mírou 

symetrie (Obr. 3). Rozštěpený Q pás je charakteristický pro nesymetrické molekuly s rozdílnými 

periferními substituenty nebo při ztrátě symetrie v případě symetricky substituovaných 

bezkovových derivátů Pc/AzaPc. V molekule Pc/AzaPc bez centrálního kovového kationtu dva 

isoindolové centrální dusíky vážou atomy vodíku a zbylé dva dusíky jsou zapojeny do formy 

iminu.[11]  

 

Obr. 3 Absorpční spektrum symetrického zinečnatého AzaPc (černá čára) a odpovídající 

bezkovový AzaPc (červená čára) (převzato a upraveno).[18]   
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Pc/AzaPc jako planární molekuly 

mají tendenci vlivem – interakcí 

agregovat a formovat se do dimerů, 

trimerů případně vyšších oligomerů.[11, 13] 

Agregace je nežádoucí jev, který je spojen 

s dramatickou ztrátou fotochemických 

vlastností a rozpustnosti molekuly. 

Agregaci je možné sledovat v absorpčním 

spektru, kde se projeví širokým Q pásem 

o nižší intenzitě s výskytem nových 

absorpčních maxim (Obr. 4).[11]  

Rozlišujeme dva hlavní typy agregátů: H- a J-dimery. H-dimery tvoří Pc/AzaPc běžně, 

molekuly se v tomto případě orientují jako „head to head“. Absorpční spektrum je posunuto 

hypsochromně a roztok má nižší intenzitu fluorescence. H-dimery lze snadno rozvolnit přidáním 

rozpouštědla s koordinačním charakterem (např. pyridin), zředěním nebo zvýšením teploty. J-

dimery se tvoří méně často a jsou v porovnání s H-dimery více stabilní. Molekuly jsou 

orientovány jako „head to tail“ a absorpční spektrum je posunuto bathochromně. Tvorba J-

dimerů a jejich rozvolňování bylo detailně studováno naší skupinou na 

diethylaminosubstituovaných AzaPc (Obr. 5).[19] 

Další příčinou vzniku nového absorpčního pásu posunutého k červené části spektra 

může být také částečná protonizace azomethinových dusíků makrocyklu.[20] 

 

Obr. 5 Struktury studovaných AzaPc J-dimerů a příslušných monomerů v toluenu. Proces ICT je 

blokovaný tvorbou AzaPc dimeru (převzato a upraveno).[19]  
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Obr. 4 Změny tvaru Q pásu absorpčního 

spektra: monomerní symetrický AzaPc a 

agregovaný AzaPc. 
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Ovlivnění polohy a tvaru Q pásu v absorpčním spektru Pc/AzaPc je možno docílit:  

 Volbou centrálního kationtu kovu 

V závislosti na velikosti, koordinačních vlastnostech a oxidačním stavu kationtu kovu 

může dojít k posunu Q pásu až o 100 nm (v rozsahu mezi 620-720 nm). Například Pc/AzaPc 

komplexy s chelatovanými kationty kovů s plně obsazenými orbitaly (MgII, ZnII) mají Q pás 

v oblasti okolo 670 nm, naproti tomu kationty kovů s ne plně obsazenými orbitaly (FeII, CoII, RuII) 

silně interagují s makrocykly a dochází k posunu Q pásu do oblasti 630-650 nm.[11, 21] Příkladem 

vlivu oxidačního stavu centrálního kationtu kovu může být posun absorpčního maxima 

v komplexech CoIPc (704 nm)  CoIIPc (658 nm)  CoIIIPc (673 nm).[22, 23] 

 

 Volbou periferních, neperiferních substituentů  

Prekurzory Pc i AzaPc mohou být substituovány různými substituenty, pomocí kterých 

lze ovlivňovat fyzikální, elektronické a spektrální vlastnosti z nich připravených makrocyklů. 

Ovlivnění posunu absorpčních spekter periferní substitucí makrocyklu je však komplexnější 

záležitostí a je obecně založeno na tom, jak daný substituent přispívá/nepřispívá do systému 

konjugovaných vazeb. Příkladem může být alkyloxy- nebo aryloxy- substituovaný AzaPc 

s absorpcí v oblasti 630-635 nm, naproti tomu AzaPc s alkylamino- nebo alkylsulfanylovými 

substituenty absorbuje o 20 nm výše při 655 nm.[6] 

U Pc je možná substituce neperiferní i periferní (α a β) na rozdíl od AzaPc, kde je možná 

pouze substituce periferní (β) z důvodu obsazených poloh atomy dusíku (Obr. 6). Na posun 

v absorpčním spektru má větší vliv substituce v poloze α. Toho lze využít například u 

substituovaných Pc, kdy změna substituce totožných substituentů z periferní (β) polohy do 

neperiferní (α) polohy vede k bathochromnímu posunu Q pásu až o 70 nm.[24, 25] Tento efekt byl 

pozorován a potvrzen také naší skupinou na sérii alkylsulfanyl- a arylsulfanyl- substituovaných 

Pc (Obr. 7). Současně byl pozorovaný i opačný jev, kdy extrémní zakřivení molekuly Pc při 

substituci objemnými terc-butylsulfanylovými skupinami vedlo k hypsochromnímu posunu Q 

pásu z důvodu pravděpodobného narušení -elektronového systému,[26] což bylo v souladu 

s dříve publikovanými výsledky Dumoulin a jejich spolupracovníků ve studii popisující stejný 

efekt u odpovídajícího bezkovového Pc.[27] Vedle posunu Q pásu byly u série neperiferně 

substituovaných Pc pozorovány vyšší kvantové výtěžky fluorescence ve srovnání s Pc 

substituovanými periferně, na druhé straně však tyto látky vykazovaly nižší fotostabilitu.[26]  
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Obr. 6 Volné polohy pro substituci u Pc a AzaPc, uhlíky α pro neperiferní substituci a uhlíky β 

pro periferní substituci. 

 

 

Obr. 7 Struktury Pc zapojené do studia vlivu neperiferní substituce (převzato a upraveno).[26] 

 

 Rozšířením systému konjugovaných dvojných vazeb  

Anelace dalších cyklů na periferii vede k posunu o 80-100 nm k vyšším vlnovým délkám. 

Vkládáním dalších cyklů jsou odvozovány nové makrocykly z Pc  naftalocyaniny  

antracenocyaniny nebo superftalocyaniny[11] (Obr. 8) a z AzaPc  

tetra[2,3]chinoxalinoporfyraziny[28, 29] nebo tetra[6,7]chinoxalinoporfyraziny.[30, 31] Bylo popsáno, 

že rozšíření π-systému vazeb o jedno benzenové jádro vede k červenému posunu o 20-30 nm u 

Pc[11] a o 22 nm u AzaPc.[31]  
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Obr. 8 Příklad rozšíření π-systému vazeb u Pc: naftalocyaniny (A), antracenocyaniny (B) a 

superftalocyaniny (C).[11] 

 

 Vliv rozpouštědla  

Volba rozpouštědla ovlivňuje jen minimálně posun v absorpčním spektru tzv. 

solvatochromní posun – posun způsobený interakcí rozpouštědla s molekulou Pc/AzaPc. 

Vhodným výběrem rozpouštědla (methanol (MeOH), dimethylsulfoxid (DMSO), pyridin) lze však 

výrazně omezit nežádoucí agregaci molekul Pc/AzaPc nebo rozvolnit agregované komplexy.[11] 

Při výběru takového rozpouštědla látka vykazuje monomerní charakter s ostrým Q pásem. 

Zvláštním případem interakce rozpouštědla charakteru slabé báze (N,N-dimethylformamid 

(DMF), DMSO, pyridin) a bezkovového AzaPc je tzv. „proton transfer komplex“. V tomto případě 

nejsou centrální dusíky AzaPc kompletně deprotonizovány za vzniku dianiontu, jako by tomu 

bylo v případě přídavku silné báze (tetrabutylammonium-hydroxid, TBAH),[32] ale vzniká 

koordinační komplex AzaPc/rozpouštědlo (Obr. 9). Molekula bezkovového AzaPc takto získává 

opět symetrii, a to se projeví pouze jedním ostrým Q pásem v absorpčním spektru. S tímto 

fenoménem souvisí také další změny fotofyzikálních a fotochemických vlastností molekuly.[33, 34] 

 

Obr. 9 Schéma deprotonizace AzaPc po přídavku silné báze TBAH (A), proton transfer 

komplex AzaPc/rozpouštědlo po přídavku slabé báze – rozpouštědlo pyridin (B).[33]  
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mezisystémový přechod 
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zpožděná fluorescence 

nezářivá relaxace 

4.2.2 Fotofyzikální a fotochemické vlastnosti 

Popis fotofyzikálních a fotochemických vlastností Pc/AzaPc je spojen s přechody molekul 

do excitovaných stavů s následným návratem do stavu základního, proto jsou tyto vlastnosti 

často prezentovány pomocí Jablonského diagramu, který bývá modifikován pro konkrétní případ 

relaxace studované látky. Dle Jablonského diagramu můžeme takto vysvětlit nejen princip 

fluorescence a fosforescence ale i ostatní možné děje vedoucí k relaxaci molekuly do základního 

stavu, jako je zhášení, přenos energie nebo interakce s rozpouštědlem. 

Jablonského diagram (Obr. 10) má znázorněný základní singletový stav S0, první a druhý 

excitovaný stav S1 a S2 horizontálními čárami, přičemž každý stav lze ještě rozdělit na vibrační 

energetické hladiny (0, 1, 2 a 3). Přechody mezi energetickými stavy jsou vyznačeny vertikálními 

šipkami (zářivé procesy – šipka rovná, nezářivé procesy – vlnitá šipka).  

 

 

Obr. 10 Modifikovaný Jablonského diagram (převzato a upraveno).[2] 

 

Molekuly s dostatečně rozsáhlým π-systémem mají schopnost přijmout energii ve formě 

fotonu a dostat se tak ze základního stavu do některé z vibračních hladin excitovaného stavu S1 

nebo S2.[2, 35] Foton může být absorbován jen za podmínky, že jeho energie je právě rovna rozdílu 

energií energetických hladin dané molekuly.[35] Přechod mezi stavy trvá 10-15 s, což je příliš krátká 

doba pro vychýlení jádra (tzv. Franck-Condonův princip).[2] Excitovaná molekula většinou rychle 

ztrácí část své energie svou rotací a srážkami s ostatními molekulami, čímž se dostává na nejnižší 

vibrační hladinu S1. Tento děj se nazývá vnitřní konverze a trvá asi 10-12 s.  Pokud molekula přijme 

další foton, je znovu excitována a dostává se do hladiny S2, ze které se opět vrací vnitřní konverzí 

po ztrátě energie na některou z energetických hladin S1 v čase 10-12 s a pak znovu vnitřní konverzí   
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na nejnižší energetickou hladinu S1 opět za 10-12 s.[35] Z nejnižší vibrační hladiny S1 je umožněna 

relaxace molekuly do základního stavu jednou z mnoha cest: fluorescence (emise fotonu) nebo 

formou nezářivých procesů (ztráta energie srážkami nebo interakcemi s okolními molekulami, 

mezisystémový přechod, přenos elektronu). Jednotlivé děje jsou blíže popsány v následujících 

kapitolách. 

Všechny níže zmíněné procesy relaxace excitované molekuly ze stavu S1 jsou navzájem 

kompetitivní děje a molekula může v reálném případě relaxovat všemi procesy současně. Pro 

zjištění pravděpodobnosti relaxace molekuly určitým způsobem byly zavedeny tzv. kvantové 

výtěžky. Například kvantový výtěžek fluorescence F, je definovaný jako poměr počtu 

emitovaných fotonů (fluorescence) na počet absorbovaných fotonů.  

 

Fluorescence (emise fotonu) 

Pokud molekula uvolní foton, dostává se ze stavu S1 do jedné z vibračních hladin 

základního stavu (S0) o vyšší energii, což se projeví širokým fluorescenčním spektrem. Opět platí, 

že energie emitovaného fotonu musí být rovna rozdílu mezi energetickými hladinami dané 

molekuly.[2, 35] Pro úplnost je nutné uvést, že doba života fluorescence trvá většinou déle než 

vnitřní konverze (okolo 10-8 s), to je důvodem proč před fluorescencí ve většině případů probíhá 

vnitřní konverze molekuly a následná relaxace formou fluorescence probíhá vždy z nejnižší 

vibrační hladiny (S1).[2] Vnitřní konverzí se pak může molekula dostat z vibrační hladiny o vyšší 

energii základního stavu (S0) na hladinu základního stavu (S0) s nejnižší energií. 

Díky zmíněným ztrátám při přechodu mezi vibračními hladinami je jasné, že energie 

uvolněná při emisi je vždy nižší, než byla energie přijata při absorpci. Fluorescence probíhá tedy 

za nižších energií, a tedy vyšších vlnových délek. Tento jev byl poprvé pozorován v roce 1852 

sirem G. G. Stokesem a byl po něm pojmenován jako tzv. Stokesův posun. Na ztrátu energie mezi 

absorpcí a emisí mohou mít vliv kromě zmíněné vnitřní konverze i další faktory např. vliv 

rozpouštědla, reakce v excitovaném stavu, formace do komplexů nebo přenos energie, apod.[2] 

Při studiu fluorescence je měřena závislost intenzity fluorescence na vlnových délkách 

(tzv. emisní (fluorescenční) spektrum). Zajímavostí je, že emisní spektrum je zrcadlovým obrazem 

spektra absorpčního (Obr. 11). Dále je možné sledovat také závislost intenzity fluorescence na 

vlnové délce při konstantní vlnové délce emitovaného záření (tzv. excitační spektrum). U Pc a 

AzaPc většinou nedochází ke změně struktury v excitovaném stavu, excitační spektrum je proto 

shodné se spektrem absorpčním a může tak sloužit k prokázání monomerního stavu sloučenin.  
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Obr. 11 Zrcadlový obraz absorpčního a emisního spektra rhodaminu B v MeOH, Stokesův 

posun vyznačen šipkou (převzato a upraveno).[36] 

 

Nezářivé procesy 

Formu relaxace molekuly nezářivými procesy můžeme rozdělit na tepelnou ztrátu 

energie, ztrátu energie srážkami nebo interakcemi s okolními molekulami a mezisystémový 

přechod.  

Ztráta energie srážkami nebo interakcemi s okolními molekulami 

Návrat z excitovaných stavů do stavů základních (S0) probíhá vlivem interakcí s ostatními 

molekulami v prostředí několika různými mechanismy.  

Dynamické zhášení je založeno na přenosu energie ve formě elektronu v momentě, kdy 

se donor nachází v excitovaném stavu, patří sem např. Försterovo a Dexterovo zhášení.[37] 

Dexterovo zhášení (kolizní přenos energie) probíhá formou výměny elektronu mezi excitovanou  

molekulou (donorem) a zhášečem (akceptorem). Po excitaci má donor elektron v nejnižším 

neobsazeném orbitalu („lowest unoccupied molecular orbital“, LUMO). Elektron je poté předán 

donorem na akceptor (zhášeč) a ten ho předá zpět ze svého nejvyššího obsazeného orbitalu 

(„highest occupied molecular orbital“, HOMO) donorovi tak, že akceptor zůstává v excitovaném 

stavu.[2]  

Během přenosu energie pomocí rezonančního přenosu energie („resonance energy 

transfer“, RET) excitovaná molekula (donor) přenese elektron z HOMO do LUMO a po interakci 

se zhášečem se dostává do základního stavu. Energie je pak vyzářena ve formě tepla nebo emisí 

fotonu (fluorescence). V obou popsaných případech dynamického zhášení je velmi důležitá 
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vzdálenost donor-akceptor a  překrytí emisního 

spektra donoru s absorpčním spektrem 

akceptoru (Obr. 12). 

Statické zhášení je založeno na tvorbě 

dimeru molekuly v základním stavu (S0) se 

zhášečem. Vzniklý dimer má své unikátní 

vlastnosti a nedovolí, aby se molekula po 

absorpci fotonu dostala ze základního (S0) do 

excitovaného stavu (S1 nebo S2). Příkladem 

může být agregace molekul barviv. Vlivem 

jejich hydrofobního charakteru nasedají na 

sebe, aby tak minimalizovaly kontakt s vodným 

rozpouštědlem.[2, 37] 

Další možností zhášení excitovaných stavů je světlem vyvolaný přenos elektronu („photo-

induced electron transfer“, PET) a ICT. Těmto mechanismům se budu věnovat detailněji 

v kapitole 4.3. Mimo uvedené mechanizmy relaxace může molekula ztratit energii i 

fotochemickou reakcí nebo reakcí excitovaných stavů.[2]  

 

Mezisystémový přechod („Intersystem crossing“) 

Excitovaná molekula se dostává ze singletového stavu S1 na nejnižší energetickou 

hladinu tripletového stavu T1. Tento přechod je označovaný jako spinově zakázaný, neboť 

v tripletovém stavu jsou elektrony uloženy v orbitalech paralelně, tzn., že mají souhlasný spin. 

Když se nacházely v singletovém stavu S0, S1 nebo S2 byly jejich spiny vzájemně opačné. Děje 

založené na změně spinu probíhají poměrně vzácně, jejich pravděpodobnost však můžeme zvýšit 

přítomností atomu s vyšším atomovým číslem. V závislosti na volbě atomu roste 

pravděpodobnost spin-orbitalových interakcí v řadě Mg  Ca  Zn  Sr  Cd  Ba  Hg. 

Tato závislost se nazývá efekt těžkého atomu („heavy atom effect“).[2]  

Z tripletového stavu se může molekula následně vrátit do základního stavu fosforescencí 

(10-2-102 s) nebo přijmout další tepelnou energii a dostat se zpět do S1 stavu a odtud zpožděnou 

fluorescencí do stavu základního (S0).[35] Další možností je předání energie v tripletovém stavu 

jiné molekule nacházející se také v tripletovém stavu (T0) (např. tkáňovému O2). V tomto případě 

vzniká vysoce reaktivní singletový kyslík (1O2), který se využívá v PDT.[38]   

Obr. 12 Překrytí emisního spektra donoru 

(barviva) s absorpčním spektrem zhášeče 

(převzato a upraveno).[37] 
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4.3 Přenos elektronu - PET a ICT 

Zvláštním případem relaxace molekuly ze stavu (S1) do základního stavu (S0) je přenos 

elektronu, který probíhá jako PET nebo ICT proces. Tyto děje jsou v současnosti četně využívány 

v návrhu nových fluorescenčních senzorů nebo případně zhášečů fluorescence.  

Pro PET je typický „přeskok“ elektronu z donoru na akceptor na určitou vzdálenost. Na 

velmi krátkou chvíli vzniká „charge transfer complex“ (CTC), ze kterého se molekula dostává do 

základního stavu (S0) jinými mechanismy než je fluorescence. V praxi si elektron předává 

molekula bohatá na elektrony tzv. donor (např. amin, fenolát) s molekulou schopnou přijmout 

elektrony tzv. akceptor (aromatická látka). V případě opačného redoxního potenciálu může 

donorem být i zhášeč a akceptorem fluorofor (př. dvojice indol a RCOOH).[1] 

ICT je děj podobný PET, hlavním rozdílem je, že donor a akceptor jsou při ICT v konjugaci 

a při zhášení během excitace nedochází k přeskoku elektronu na určitou vzdálenost, ale jen 

posunutí náboje („push-pull“ princip) uvnitř jedné molekuly, tedy redistribuci elektronové 

hustoty a vytvoření dipólu.[1] Namísto CTC se tvoří „charge separated state“ (CSS), kdy dochází 

ke zvýšení elektronové hustoty v oblasti akceptoru. CTC a CSS stavy se nacházejí energeticky níže 

než stav S1, protože část energie byla spotřebována právě na tvorbu těchto komplexů.  

PET a ICT jsou dva rozdílné děje (Obr. 13), avšak způsobují v obou případech velmi 

účinné zhášení excitovaných stavů molekuly. Důvodem je vysoká rychlost procesů, která 

zajišťuje, že ostatní procesy v relaxaci molekuly se téměř nemají možnost uplatnit.[2] 

 

Obr. 13 Přenos elektronu během PET a ICT.  



  

30 
 

Největší vliv na účinnost PET a ICT procesů mají: 

 Charakter rozpouštědla  

Polární rozpouštědla (MeOH, acetonitril (MeCN), DMF, DMSO) stabilizují komplexy CTC 

a CSS a tím podporují přenos elektronu, nepolární rozpouštědla těmto procesům naopak brání 

(toluen, benzen).[39]  

 

 Vzdálenost donoru a akceptoru[40] 

Rychlost přenosu elektronu klesá s rostoucí vzdáleností donoru a akceptoru 

exponenciálně.[41, 42] Přenos elektronu mezi donorem a akceptorem neprobíhá na vzdálenost 

větší než 20 Å.[42] Vliv vzdálenosti donoru a akceptoru na průběh ICT u AzaPc byl také nedávno 

studován naší výzkumnou skupinou a výsledky projektu[20] jsou rozebrány níže (kapitola 4.9.1).  
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4.4 Fluorescenční senzory 

 Fluorescenční senzory jsou látky, které mění své fluorescenční vlastnosti jako odpověď 

v přítomnosti určitého analytu. V současné době jsou fluorescenční senzory intenzivně 

studovány a vyvíjeny z důvodu jejich výhodných vlastností, jako je citlivost a selektivita 

k určitému analytu, doba odezvy nebo možnost vzdáleného snímání pomocí optických vláken 

s imobilizovaným senzorem na špičce vlákna.[1, 43] Na druhé straně mají oproti jiným analytickým 

metodám i své nevýhody, jako je nepředvídatelné zhášení, absorpce chromofory v biologických 

aplikacích nebo limitovaná povrchová aplikace. Tyto slabiny fluorescenčních senzorů se dají však 

překlenout výběrem vhodného prostředí aplikace nebo instrumentací (endoskopie,[3] kity pro 

stanovení analytu v krvi),[2] a nebo vývojem úplně nových senzorů.  

 Fluorescenční senzory pro rozpoznávání kationtů kovů (Na+, K+, Mg2+, Ca2+) jsou důležité 

při studiu biologických procesů jako je přenos nervových vzruchů, svalová kontrakce, nebo 

regulace uvnitř buňky, některé ionty (např. Zn2+) jsou také součástí tzv. metaloenzymů. 

V medicíně jsou monitorovány hladiny Li+ při léčbě maniodepresivní psychózy, K+ u pacientů při 

léčbě vysokého krevního tlaku, hladina Al3+ je monitorována kvůli toxickému charakteru hliníku 

a jako potenciální příčina vzniku Alzheimerovi choroby. V oceánografii se senzory uplatňují 

v monitorování hladin Zn2+, Fe2+, Fe3+ a Mn2+ v mořské vodě, které jsou důležité jako koenzymy 

enzymů důležitých pro potravu některých mikroorganismů. V neposlední řadě monitorování 

životního prostředí vyžaduje detekovat ionty toxické (Hg2+, Pb2+, Cd2+).[43] Neméně důležitou 

skupinou jsou senzory pro stanovení Cl-, které nacházejí uplatnění při měření přestupu Cl- 

membránou buňky.[2]  

 Další velmi slibnou oblastí fluorescenčních senzorů je optická detekce pH, která je 

základem pro měření „krevních plynů“ pCO2 a pO2 v krvi pacientů na jednotkách intenzivní péče, 

předčasně narozených dětí nebo u obětí nehod.[2] Schopnost pH senzorů měřit pCO2 je 

umožněna měřením pH v hydrogenuhličitanu, který je vystaven přítomnosti CO2. Různá 

koncentrace rozpuštěného CO2 mění disociaci hydrogenuhličitanu a tím i pH, které je přímo 

úměrné koncentraci plynu.[2, 44] V této oblasti jsou sice dobře zavedené jiné metody jako 

infračervená spektroskopie (IČ), GC nebo potenciometrické stanovení pomocí 

Severinghausových elektrod,[45] avšak tyto metody mají značné nevýhody (IČ – silná interference 

s vodou,[46] GC – nákladnost, Severinghausovi elektrody – pouze nepřímé měření a vhodné pro 

vyšší tlaky pCO2),[45, 47] které mohou být překonány pouze novými fluorescenčními senzory.  
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4.4.1 Struktura fluorescenčního senzoru 

 Fluorescenční senzor se skládá z rozpoznávací části a signální části (tj. fluoroforu). Tyto 

dvě části mohou být spolu spojeny přímo nebo pomocí vhodného spojovacího řetězce (tzv. 

„linker“). Rozpoznávací část je zodpovědná za selektivní rozpoznání analytu, její vlastnosti jsou 

proto přizpůsobeny pro účinnou vazbu konkrétního analytu (iontový poloměr, náboj, 

koordinační číslo, atd.). Další vliv na rozpoznání analytu má ale také prostředí, kde bude sensor 

použit (pH, iontová síla v případě vodných roztoků). Fluorofor pak převádí informaci o 

rozpoznání analytu rozpoznávací částí do optického signálu změnou svých fotofyzikálních 

vlastností (obvykle nárůst fluorescence).[43] 

 

4.4.2 Principy funkce fluorescenčních senzorů  

Ve své práci se omezím jen na popis základních nejčastěji se objevujících se mechanismů 

funkce senzorů: PET, ICT, Försterův rezonanční přenos energie (FRET, „Förster resonance energy 

trasfer“), senzory založené na tvorbě excimeru a senzory založené na principu kolizního zhášení. 

 PET senzory 

V PET senzorech je rozpoznávací částí donor (např. amino skupina,[43] fenolát,[48] 

fulleren)[49] a signální částí fluorofor, který hraje roli akceptoru elektronu. Po excitaci fluoroforu 

přeskakuje elektron z HOMO orbitalu do neobsazeného LUMO orbitalu fluoroforu, vzniklé 

prázdné místo v HOMO orbitalu se ihned obsadí elektronem z donoru (amin rozpoznávací části). 

Senzor nadále nevykazuje fluorescenci (OFF stav), relaxace formou emise fotonu je totiž účinně 

blokována nezářivým PET procesem (Obr. 14). Avšak po navázání analytu do rozpoznávacího 

centra senzoru je redoxní potenciál donoru zvýšen, energie HOMO orbitalu poklesne, a proto 

není energeticky výhodné jeho zaplnění elektronem donoru. Tento elektron je pak využit pro 

vazbu s analytem. Výsledkem je potlačení PET procesu, molekula senzoru se přepne do ON stavu 

a relaxace probíhá formou emise fotonu (fluorescencí).[2, 50] 

Skupina PET senzorů byla široce studována a na tomto principu bylo připraveno velké 

množství senzorů s různými rozpoznávacími částmi. Pro rozpoznávání iontů kovů se osvědčily 

terciární alifatické nebo aromatické aminy nebo aza-crown ethery, které bývají pro vyšší stabilitu 

s analytem modifikovány do podoby tzv. kryptandů nebo kalixarenů (Obr. 15).[43]  
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Obr. 14 Schéma principu PET u fluorescenčních senzorů (převzato a upraveno).[2] 

 

Obr. 15 Příklady struktur PET senzorů citlivých k Na+ s modifikovanou rozpoznávací částí do 

podoby kryptandu (A) nebo kalixarenu (B) (převzato a upraveno).[43] 

 

 ICT senzory 

Princip ICT a PET se v mnohém shoduje, avšak v případě ICT je donor (rozpoznávací část) 

a akceptor (signální část) ve vzájemné konjugaci a nedochází zde k přeskokům elektronu, ale 

pouze k posunu elektronových hustot uvnitř molekuly.  

Zapojení elektronového páru donoru do konjugace s molekulou senzoru je velmi 

výhodné z důvodu snížení bazicity terciárního aminu donoru. Tím je snížena často falešná 

citlivost senzoru vůči kyselému prostředí a je tak zamezeno nežádoucí protonizaci aminu, která 

je u senzorů důvodem falešně pozitivních výsledků.[8] Další výhodou u tohoto principu je 
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možnost senzory využít jako „wavelength-ratiometric probes“, kdy je měřen poměr signálů při 

dvou excitačních nebo emisních vlnových délkách.[2] V praxi jsou využívány senzory pro 

zobrazování Ca2+ Fura-2, který je příkladem excitačního typu senzoru, a Indo-1 jako emisní typ 

senzoru v konceptu měření jako „wavelength-ratiometric probes“.[2, 51] 

 

 FRET senzory 

Přenos energie probíhá mezi donorem (molekulou v excitovaném stavu) a akceptorem 

(molekulou v základním stavu). Donor obvykle emituje při nižších vlnových délkách a jeho emise 

se překrývá s absorpčním spektrem akceptoru. Hlavním rozdílem oproti PET a ICT je, že přenos 

energie je výsledkem dipól-dipól interakcí na dlouhou vzdálenost. Nejde tedy o reabsorpci 

fotonu a proces nezahrnuje emisi s ní spojenou.  Rychlost přenosu energie je dána několika 

faktory např. šířkou překrytí spekter donoru a akceptoru, kvantovým výtěžkem fluorescence 

donoru, relativní orientací dipólů donoru a akceptoru a vzdáleností obou molekul od sebe 

navzájem.[2, 52]  

FRET mechanismus je velmi výhodný ve vývoji senzorů v oblasti fluorescenční 

mikroskopie, kde je problém zajistit přesnou lokální koncentraci fluoroforu. V tomto případě je 

možné měření poměru intenzit fluorescence donor-akceptor, které nejsou závislé na celkové 

intenzitě. Příkladem může být intracelulární RET indikátor pro estrogeny využívající zelený 

fluorescenční protein (GFP).[53] Dalším využitím může být měření vzdáleností biomolekul, 

pozorování přenosu energie v buněčné membráně a především sledování procesů spojených 

s DNA pomocí oligonukleotidových sond.[2, 52, 54]  

 

 Senzory založené na tvorbě excimeru  

Některé molekuly (např. anthracen, pyren) jsou schopny tvořit excitované dimery tzv. 

excimery. Excimery vznikají při přiblížení dvou planárních molekul v excitovaném stavu k sobě. 

Při relaxaci molekuly do základního stavu je pozorována duální fluorescence při vyšších vlnových 

délkách vlivem vytvořeného excimeru - spojení dvou molekul fluoroforu dohromady.[1, 43]  

Pro vznik excimeru je důležitá vzdálenost dvou molekul senzoru, ta může být ovlivněna 

charakterem rozpoznávaného kationtu kovu. Případně kationty kovu mohou být rozpoznávány 

na principu monitorování změn v poměrech vyskytujích se forem senzoru monomer/dimer, 

které lze snadno určit z fluorescenčního měření. Vazba iontu kovu může jak podporovat, tak i 
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bránit vzniku excimeru. Velkou výhodou pro praktické využití je autokalibrace a měření 

„wavelength-ratiometric probes“.[50] Pro návrh těchto senzorů jsou voleny struktury typu 

koronandů,[55, 56] kalixarenů,[57] podandů[58] nebo cyklodextrinů.[59] 

 

 Senzory založené na principu kolizního zhášení 

Tyto senzory pracují na principu dynamického zhášení fluorescence fluoroforu 

v přítomnosti zhášeče (kapitola 4.2.2). Zhášeč nejprve difunduje k fluoroforu, který je 

v excitovaném stavu. Po kontaktu fluoroforu se zhášečem se fluorofor vrací do stavu základního 

bez vyzáření fotonu. Kolizní zhášení popisuje Stern-Volmerova rovnice (1):  

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝑘𝑞 𝜏0[𝑄] = 1 + 𝐾𝐷[𝑄]  (1) 

F0 a F intenzita fluorescence bez přítomnosti a v přítomnosti zhášeče    

kq bimolekulární konstanta zhášeče 

 doba života fluorescence fluoroforu v nepřítomnosti zhášeče 

[Q] koncentrace zhášeče 

KD Stern-Volmerova zhášecí konstanta pro dynamické zhášení, kdy 𝐾𝐷 =  𝑘𝑞𝜏0 

 

Data zhášení jsou pak prezentována jako lineární závislost poměru intenzit fluorescence 

F0/F na koncentraci zhášeče [Q].[2] 

Mezi nejznámější zhášeče patří molekulární kyslík, který zháší téměř všechny známé 

fluorofory, a proto bývá nutné ho vždy odstranit ze vzorků pro získání spolehlivých výsledků při 

studiu fluorescenčních vlastností.[60] Aromatické a alifatické aminy jsou účinnými zhášeči většiny 

nesubstituovaných aromatických uhlovodíků (např. fluorescence anthracenu je zhášena 

diethylanilinem).[61] Dalšími zhášeči jsou látky s těžkými atomy jako jód, bróm, chlór (například 

trichlorethanol nebo bromobenzen). Indol a karbazol a jejich deriváty jsou citlivé na zhášení 

chlorovanými uhlovodíky, a elektronovými „scavengery“ jako histidin, cystein fumarát, NO3
-, 

Cu2+, Pb2+, Cd2+, Mn2+. Mechanismus je v tomto případě pravděpodobně založen na poskytnutí 

elektronu z fluoroforu na zhášeč. Indol, tryptofan a jejich deriváty jsou zhášeny například 

akrylamidem, dichloracetamidem, methioninem, Eu3+, Ag+, Cs+, atd.[2]   
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Příkladem reálné aplikace takovýchto senzorů může být studium prostupnosti buněčné 

membrány. Fluorofor (senzor) může být například navázán na membráně buňky a pokud je 

membrána buňky permeabilní prostoupí zhášeč (Cl-) skrz ni, a to se projeví snížením intenzity 

fluorescence fluoroforu. Z hlediska detekce iontů v biologickém prostředí jsou nejvýznamnější 

aplikací senzory citlivé k Cl-. Známé jsou senzory založené na struktuře chinolinu nebo akridinu, 

případně se využívá fluorescenčních proteinů.[2, 62] Struktury těchto sloučenin jsou znázorněny 

níže na Obr. 16. 

 

Obr. 16 Struktury senzorů pro rozpoznávání Cl- iontů založené na struktuře chinolinu nebo 

akridinu (převzato a upraveno).[2] 

 

4.4.3 Požadavky na optimální senzor pro biologickou aplikaci 

 Citlivost k analytu za podmínek detekce  

Citlivost senzoru je dána strukturou rozpoznávacího centra, jeho volba je závislá na 

druhu analytu. Disociační konstanta (KD) by se měla shodovat s očekávanou měřenou 

koncentrací analytu. Koncentrace analytu jsou různé v různých oblastech využití měření. Např. 

senzory pro Ca2+ (KD = 0,1-0,3 mM) navržené Tsienem[63] jsou vhodné pro měření v buněčné 

biologii (intracelulární koncentrace Ca2+ ≈ 0,1 mM/l) ale ne pro klinické stanovování vápníku 

(koncentrace Ca2+ v krvi nebo séru okolo 5 mM/l).[43]  

 

 Svítivost senzoru („brightness“)  

Svítivost je definována jako součin extinkčního koeficientu při excitační vlnové délce a 

kvantového výtěžku fluorescence.[64] Svítivost je ovlivněna volbou fluoroforu. Vyšší svítivostí se 
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zvyšuje poměr signálu a šumu a současně je třeba méně světla pro excitaci. Poměr signálu a 

šumu „signal-noise ratio“ je ovlivněn účinností zhášení senzoru v OFF stavu a vysokou 

fluorescencí v ON stavu. 

 

 Spektrální parametry fluoroforu  

Světlo delších vlnových délek (600-

1000 nm) v oblasti tzv. optického okna 

biologických tkání je málo pohlcováno 

endogenními chromofory či rozptylováno 

heterogenním prostředím (Obr. 17), a z toho 

důvodu lépe prostupuje tkáněmi. Zároveň toto 

světlo má nižší energii, a tím je sníženo riziko 

fotopoškození. Obě zmíněná fakta jsou 

výhodná zejména v biologických aplikacích.[2, 17]  

 

 Koncept měření jako „Wavelength-ratiometric probes“ 

Obecně můžeme koncepty měření fluorescenčními senzory rozdělit na měření  intenzity 

fluorescence (případně kvantového výtěžku) a na měření poměru signálů při dvou excitačních 

nebo emisních vlnových délkách tzv. „wavelength-ratiometric probes“. Při měření intenzity 

dochází k odezvě detektoru jako odpověď na výskyt určitého analytu. Intenzita fluorescence je 

pak přímo úměrná koncentraci senzoru a neznalost přesné koncentrace v reálném vzorku může 

značně znesnadnit kvantitativní hodnocení analytu. Tento problém nastává především při využití 

senzorů v biologických aplikacích, kde je prostředí značně „nedokonalé“ (zakalení vzorku, špína 

na optických površích, rozdílnost biologických materiálů, atd.), a tudíž není možné stanovit 

přesnou koncentraci senzoru (např. při fluorescenční mikroskopii). Proto je v současnosti velký 

důraz kladen na vývoj senzorů založených na „wavelength-ratiometric probes“, který tyto 

nevýhody kompenzuje a umožňuje auto-kalibraci senzoru nezávislou na koncentraci senzoru 

v daném prostředí. Avšak jen malé množství molekul vykazuje duální změny při dvou různých 

excitačních nebo emisních vlnových délkách. Výraznou limitací je také ve většině případů 

nevhodná excitace v UV oblasti způsobující interferenci s biologickým prostředím.[2, 51]  

Obr. 17 „Optické okno biologických tkání“ 

- absorbance ve tkáních a ve vodě.[2] 
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 Necitlivost k pH prostředí (netýká se pH senzorů) 

Při nežádoucí citlivosti na kyselé pH prostředí dochází k protonizaci donorového centra 

senzoru (např. alifatický terciární amin u PET senzorů) a tím přepnutí senzoru do ON stavu, 

vzniká falešně pozitivní výsledek. U ICT je terciární amin aromatického charakteru, tím je velmi 

snížena jeho bazicita (např. u elektrondeficientního jádra AzaPc pKA ≈ - 2,5), čímž tyto látky 

nejsou citlivé na kyselé pH prostředí a nemůžou touto cestou podávat falešně pozitivní 

výsledky.[8]  

 

 Stabilita fluoroforu „in vitro“ a „in vivo“  

Hlavním problémem senzoru je tzv. „photobleaching“ (zesvětlení) nebo někdy uváděno 

jako „fading“ (blednutí) vedoucí ke ztrátě jeho senzorických vlastností. Kovalentní vazby 

fluoroforu jsou rozštěpeny nebo fluorofor senzoru reaguje nespecifickými reakcemi s okolním 

prostředím a senzor je takto rozložen.[65] Výsledkem je pak trvalá ztráta fluorescence senzoru.  

Tento problém je nejčastěji pozorován při využití senzorů ve fluorescenční mikroskopii[66, 67] a je 

studován u opakovaného použití senzorických látek při tzv. „time-lapse imaging“.[17] 

 

 Farmakokinetika  

Důležitým parametrem senzorů používaných v biologických aplikacích je biologický 

poločas, vazba na proteiny a následná degradace a exkrece in vivo.[3] 

 

 Nízká toxicita 

 

 Cenová dostupnost  
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4.5 Fluorofory 

Fluorofory jsou malé fluorescenční molekuly, které jsou neocenitelnou pomůckou všech 

biologů, chemiků a biochemiků. Vhodnou volbou fluoroforů lze vizualizovat biologické a 

biochemické pochody, nebo je použít pro přípravu indikátorů, které mohou podávat důležité 

informace o daném biologickém prostředí (pH, koncentrace iontu kovu, atd.).[68] Byly popsány 

tisíce různých fluoroforů, ty se z pohledu biologických aplikací dělí na dvě velké skupiny. Vnitřní 

fluorofory vyskytující se přirozeně v biologickém prostředí a vnější fluorofory, které se přidávají 

ke vzorku (značení proteinů, DNA, apod.), který do té doby nevykazuje žádné nebo nedostatečné 

spektrální vlastnosti.[2] Tato kapitola je stručným přehledem nejvíce známých skupin fluoroforů 

a jejich uplatnění v biologických vědách. 

 

Obr. 18 Struktury vnitřních (přirozených) fluoroforů (převzato a upraveno).[2] 

 

Mezi vnitřní (přírodní) fluorofory (Obr. 18) patří proteiny s aromatickými 

aminokyselinami jako je tryptofan, tyrosin a fenylalanin. V proteinech je dominantním 

fluoroforem indolová skupina tryptofanu. Indol absorbuje okolo 280 nm a emituje přibližně při 

340 nm. Pokud je indolová skupina uložena v přírodním proteinu vlnová délka je posunuta 

k nižším hodnotám, naopak v případě rozmotání proteinu následuje posun emisního spektra 
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k delším vlnovým délkám. Tento mechanismus se využívá ke sledování konformačních změn 

proteinů. Tyrosin se uplatňuje ve sledování denaturace proteinů, kdy v přirozeném proteinu 

nevykazuje fluorescenci (je zhášen nejspíše peptidovými řetězci nebo přenosem energie 

k tryptofanu). Následná denaturace proteinu pak vede k emisi fluorescence. Velkou skupinou 

jsou kofaktory enzymů.[2] Vysokou fluorescenci při 340 a 460 nm vykazuje redukovaný 

nikotinamidový kruh nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), jeho oxidovaná forma NAD+ je 

nefluorescentní. Fluorescence NADH je v roztoku částečně zhášena kolizemi nebo agregací 

s adeninovými částmi. Naopak pokud se NADH naváže na protein, jeho fluorescence může vzrůst 

4×.[69] Dalšími fluorescenčními kofaktory jsou pyridoxal fosfát, pyridoxamin[70] a riboflavin (jako 

flavin mononukleotid FMN a flavin adenin dinukleotid, FAD), který absorbuje okolo 450 nm a 

emituje blízko 525 nm.[2, 71]  

 

Obr. 19 Struktury vnějších fluoroforů (převzato a upraveno).[2] 

 

Mezi vnější fluorofory řadíme látky pro značení proteinů („protein-labeling“), existuje 

řada těchto molekul pro kovalentní i nekovalentní značení. Látky určené pro kovalentní značení 

mají různé reaktivní funkční skupiny pro spojení s aminy, thiolovými skupinami nebo bočními 

histidinovými řetězci proteinu. Široce využívanou látkou k značení proteinů je například Dansyl 

chlorid popsaný poprvé Weberem v roce 1952.[72] Tato látka vykazuje výhodné vlastnosti jako 

excitaci při 350 nm v oblasti, kde proteiny neabsorbují, emisní maximum při 520 nm a dobu 

života fluorescence okolo 10 ns. Dalšími látkami jsou fluorescein a rhodamin a jejich deriváty 

(Obr. 19). Ty mají výhodné absorpční maxima 480-600 nm a emitují při 510-615 nm. Další 

výhodou je jejich vysoký extinkční koeficient okolo 80 000 M-1 cm-1 a oproti Dansyl chloridu 

nejsou citlivé na polaritu rozpouštědla. Fluorescein a rhodamin se široce uplatňují pro značení 

malých molekul (např. protilátek). Jako náhrada fluoresceinu a rhodaminu byly připraveny 

BODIPY („boron-dipyrromethen“) barviva s emisí 510-675 nm, obdobným extinkčním 
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koeficientem a necitlivosti k pH a polaritě rozpouštědla. Jedinou nevýhodou BODIPY je velmi 

malý Stokesův posun.[73]  

Pro nekovalentní značení proteinů se využívají látky odvozené od struktury 

naftylaminosulfonové kyseliny – nejčastěji 1-anilinonaftalen-6-sulfonová kyselina a 2-(p-

toluidinyl)naftalen-6-sulfonová kyselina.[74] Tyto látky jsou nefluorescenční nebo jen slabě 

fluorescenční ve vodě, avšak vysokou fluorescenci vykazují po vazbě na protein nebo 

membránu.[75] Pro značení membrán je nejvíce využívána látka 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien 

(DPH), která je fluorescentní pouze v prostředí membrány.[2] Mnoho látek s rozdílnými 

mechanismy (agregace, odpověď na elektrické pole, atd.) bylo vyvinuto ke studiu 

membránového potenciálu. Mezi nejznámější patří cyaninová barviva Cy3, Cy5 a Cy7 (Obr. 20) 

jako „long-wavelength probes“ poskytující výhodnou absorpci a emisi nad 500 nm a možnost 

zvýšené rozpustnosti ve vodě pomocí nabitého bočního řetězce.[2, 76, 77] 

 

Obr. 20 Struktury nejužívanějších cyaninových barviv pro studium membránového potenciálu 

(převzato a upraveno).[2] 

 

Při značení DNA se nejvíce uplatňuje ethidium bromid, který je ve vodě slabě 

fluorescenční a jeho fluorescence stoupá až 30× po vazbě s dvoušroubovicí DNA, stejným 

interkalačním mechanismem se váže i akridinová oranž.[2, 78] Další možností je vazba do malého 

žlábku DNA, to je typické pro látky jako je 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI).[79] Další známá látka 

Hoechst 33342 se váže na specifické páry v sekvencích DNA (Obr. 21).[80, 81] Jiným přístupem ve 
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značení DNA může být přidání „nepřírodní“ fluorescentní DNA sondy (např. 2-aminopurin), která 

je analogem přirozené nefluorescentní báze DNA (adeninu).[2, 82] Absorpční a fluorescenční 

vlastnosti nejčastěji využívaných fluoroforů jsou shrnuny na Obr. 22. 

 

Obr. 21 Struktury látek uplatňujících se ve značení DNA (převzato a upraveno).[2] 

 

 

Obr. 22 Přehled nejčastěji využívaných fluoroforů s vyznačením závislosti jejich svítivosti na 

absorpčním maximu max. Podbarvení molekul vyjadřuje emisní maxima em.[68]  
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Pro stanovení hladin iontů jako je Cl-, Na+, K+, Ca2+, Mg2+ se využívají fluorescenční 

senzory, které jsou v současné době neocenitelnou pomůckou ve fluorescenční mikroskopii 

nebo jiných zobrazovacích metodách. Tato velká skupina senzorů pracuje na různých principech 

např. MQAE je kolizně zhášen Cl-  na základě Stern-Volmerovy rovnice (1),[2, 62] jiné senzory jako 

je Fura-2 pro stanovování Ca2+ dovolují měření na základě posunu při dvou vlnových délkách pro 

absorpci nebo excitaci a jsou tedy využitelné jako „wavelength-ratiometric probe“. Jiné senzory 

vyjadřují množství analytu úměrným zvýšením nebo snížením intenzity fluorescence na základě 

blokování procesů PET nebo ICT (viz kapitola 4.4.2).[2]  

Fluorofory pro senzory jsou při vývoji voleny ze základních struktur dobře zavedených 

fluoroforů jako je fluorescein, rhodamin,[83, 84] kumarin,[85] chinolin nebo BODIPY barviva (Obr. 

19).[68] Vhodně zvolený fluorofor je v senzoru zodpovědný převážně za fotofyzikální vlastnosti 

senzoru (nárůst fluorescence ve stavu ON). Rozpoznávací části jsou voleny dle povahy analytu, 

nejvíce užívanými pro rozpoznávání iontů kovů jako Na+, K+, Ca2+ jsou aza-crown ethery a jejich 

různé chemické modifikace,[43] pro rozpoznávání Ca2+ se osvědčila rozpoznávací část BAPTA,[83, 

84] pro Mg2+ a Ca2+ část APTRA[86, 87] a Zn2+ jsou selektivně rozpoznávány sulfonamidovou skupinou 

(Obr. 23).[17, 88] 

 

 

Obr. 23 Struktury pro selektivní rozpoznávání analytů (převzato a upraveno).[2]  
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4.6 Přehled komerčně dostupných senzorů pro rozpoznávání kationtů kovů 

Pro rozpoznávání Na+ a K+ byl jako první zaveden „sodium-binding benzofuran 

isophthalate“ (SBFI)[89] pro Na+ a „potassium-binding benzofuran isophthalate“ (PBFI) pro K+ 

(Obr. 24).[2] Senzory byly navrženy pro „wavelength-ratiometric probe“, avšak vykazují 

nevýhodnou excitaci v UV oblasti způsobující autofluorescenci z buněk, další nevýhodou jsou 

malé rozdíly v excitačních spektrech po navázání analytu. Lepších vlastností především v oblasti 

excitace světlem vyšší vlnové délky bylo dosaženo u senzoru CD222[90] pro K+ odvozeného od 

kumarinu a Sodium greenTM odvozeného od fluoresceinu, který se uplatňuje v rozpoznávání 

Na+.[2] 

 

Obr. 24 Struktury komerčně dostupných senzorů pro selektivní rozpoznávání kationů kovů 

(převzato a upraveno).[2]  
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Ke stanovování hladin Ca2+ jsou užívány komerčně dostupné senzory s BAPTA[83, 84] 

rozpoznávací částí Fura-2 a Indo-1, jejich nevýhodnou je opět excitace v UV oblasti. Jistého 

zlepšení v tomto ohledu bylo docíleno u senzoru Calcium greenTM-1 s 8× nárůstem fluorescence 

po navázání Ca2+ (Obr. 24). Podobnou rozpoznávací skupinu APTRA obsahují senzory Mag-Indo-

1 pro rozpoznávání Mg2+,[86, 87] které jsou analogy senzorů pro vápník Fura-2 a Indo-1.[2] 

 Stanovení hladin Zn2+ je možné pomocí senzorů[91-93] s chelatační skupinou Zinpry-1.[17, 

94]  Fotofyzikální vlastnosti nejčastěji využívaných komerčních senzorů jsou uvedeny níže v Tab. 

1. 

 

Tab. 1 Přehled fotofyzikálních vlastností vybraných komerčních senzorů pro rozpoznávání 

kationtů kovů.[2, 95] 

Komerční senzor Analyt Excitace (nm)[a] Emise (nm)[a] F
[a] KD (mM) 

SBFI Na+ 348 (335) 499 (490) 0,045 (0,083) 3,8 

Sodium GreenTM Na+ 506 535 7×[b] 6,0 

PBFI K+ 336 (338) 557 (507) 0,24 (0,72) 5,1 

CD222 K+ 396 (363) 480 (467) 3,7×[b] 0,9 

Fura-2 Ca2+ 362 (335) 518 (510) 0,23 (0,49) 0,145 

Indo-1 Ca2+ 349 (331) 482 (398) 0,38 (0,56) 0,230 

Calcium GreenTM Ca2+ 506 534 0,06 (0,75) 0,19 

Mag-Indo-1 Mg2+ 349 (330) 480 (417) 0,36 (0,59) 2,7 

Zinpyr-1 Zn2+ 490 531 (527)    0,38 (0,92) 0,0007 

 

[a] hodnoty pro volnou formu senzoru (OFF stav); v závorce uvedeny hodnoty po navázání analytu (ON stav). 

[b] uveden nárůst intenzity fluorescence (místo F). 
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4.7 pH a CO2 senzory pracující na principu RET 

Rezonanční přenos energie probíhá, pokud je donor a akceptor ve Försterově 

vzdálenosti. Změny v přenosu energie mohou probíhat na základě změn ve vzdálenosti analytu 

nebo změn závislých na analytu, to se 

projeví v absorpčním spektru akceptoru. 

Velkou výhodou tohoto principu je 

jednoduchost senzorů, kdy donorem a 

akceptorem mohou být dvě oddělené 

molekuly. Donor může být zvolen dle 

použitého zdroje světla a nemusí být citlivý 

na konkrétní analyt a akceptor může zobrazovat změny v absorpci jako odpověď na přítomnost 

analytu (Obr. 25).[2]  

Jako první bylo zaznamenáno použití eosinu jako donoru a fenolové červeně jako 

akceptoru.[96] Fenolová červeň byla vybrána díky svému výhodnému pKA blízko 7 a tomu, že její 

bazická forma absorbuje při 546 nm v 

oblasti, kde eosin emituje. Intenzita 

fluorescence eosinu současně klesá se 

stoupajícím pH. V tomto konkrétním 

případě však nebylo zřejmé, zda intenzita 

fluorescence klesá kvůli RET nebo tzv. 

efektu vnitřního filtru („inner filter 

effect“).[2]  

Stejný koncept byl také využit pro 

senzory založené na měření doby života 

fluorescence („lifetime-based sensors“) 

pro detekci pH, pCO2
[97] a NH3.[98, 99] Jako 

donor byl zvolen pro svůj dlouhý čas 

zhášení [Ru(dppn)3]2+, kde dppn je 4,7-

difenyl-1,10-fenanthrolin („4,7-diphenyl-

1,10-phenanthroline“). Jako akceptor byl 

zvolen Sudan III, který má své absorpční 

spektrum závislé na pCO2. Závislost změn 

na pCO2 je sledováno v podobě změn 

v médiu charakteru polymeru, které 

Obr. 25 Princip přenosu energie mezi donorem a 

akceptorem.[2] 

Obr. 26 Nahoře: Absorpční spektra Sudanu III 

v matrici v nepřítomnosti (0 %) a v přítomnosti 

(100%) CO2. Emisní spektrum [Ru(dppn)3]2+ 

znázorněno zeleně. Dole: Změny v absorpčním 

spektru Sudanu III jako odpověď na změny 

koncentrace (0 – 100 %) CO2.[2] 
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obsahuje donor, akceptor a vyrovnávací komponenty. Při nízkém pCO2 je pH vysoké a Sudan III 

absorbuje při emisních vlnových délkách donoru. Při vyšším pCO2 se absorpce při vyšších 

vlnových délkách sníží (Obr. 26).[2]  

Zcela kritickým bodem v návrhu senzorů tohoto typu je prostředí - matrice, v němž je 

senzor zakotven. Pro CO2 senzory je například volena matrice z ethylcelulózy obsahující 

tetraoktylammonium-hydroxid (TOAH), který slouží jako fázový převaděč pro plynný CO2.[100] 

Jiným přístupem v přípravě senzorických zařízení může být hydrolýza tetraethylorthosilikátu 

(TEOS) ve směsi vody a ethanolu. Ve chvíli, kdy je TEOS hydrolyzován, začne se formovat SiO2. 

Porozita takto vzniklé matrice typu sol gel[101, 102] je možná kontrolovat a do matrice vnořit 

senzory nebo enzymy.[2] 

 

4.8 pH a CO2 senzory tvořící dvě formy  

4.8.1 Fluorescein a jeho deriváty 

Jedním z prvních pH senzorů pro stanovení intracelulárního pH byl fluorescein,[103] který 

byl využit i k měření pCO2 v konceptu měření s hydrogenuhličitanem.[104] Nevýhodou 

fluoresceinu je jeho rychlý únik z buněk, proto jsou často využívány jeho nabité deriváty, jako je 

5(6)-karboxyfluorescein nebo 2´,7´-bis(2-karboxy-ethyl)-5(6)-karboxyfluorescein (BCECF). 

Fluorescein zobrazuje komplexní  na pH závislou rovnováhu a emituje z různých svých iontových 

forem.[105, 106] Například v organických rozpouštědlech nalézáme laktonovou formu, která není 

tvořena ve vodných rozpouštědlech nad pH = 5. Přičemž pouze dvě aniontové formy 

fluoresceinu jsou fluorescenční (Obr. 27).[2]  

Fluorescein umožňuje také měření jako „wavelength-ratiometric probe“ při dvou 

excitačních délkách okolo 450 a 495 nm. V absorpčním spektru je pozorovaný posun k vyšším 

vlnovým délkám při pKA okolo 6,5. Tyto změny v emisních a absorpčních spektrech jsou dány 

rovnováhou mezi dvěma fluorescentními formami fluoresceinu – monoaniontem a dianiontem. 

Nevýhodou fluoresceinu je pKA okolo 6,5, zatímco pH v cytosolu buňky se pohybuje mezi 

6,8 – 7,4, a proto je pro přesné měření žádoucí vyšší hodnota pKA. Proto byl vyvinut derivát 

fluoresceinu BCECF,[107] který má stejné vlastnosti ale vyšší pKA okolo 7,0. Tento odstavec 

ilustruje důležitý aspekt všech senzorických látek, kdy hodnota pKA nebo KD analytu musí být 

srovnatelná s koncentrací měřeného analytu. Další nevýhodou fluoresceinu je jen obtížné 

měření jako „wavelength-ratiometric probe“, protože absorpční a emisní spektra vykazují nízkou 

intenzitu pro excitaci při 450 nm.[2]  
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Obr. 27 Ionizace fluoresceinu závislá na pH. Pouze forma monoaniontu a dianiontu je 

fluorescentní.[2] 

 

4.8.2 8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonát (HPTS) 

HPTS byl vyvinut jako senzor s výhodnějšími 

vlastnostmi,[108, 109] než které poskytuje fluorescein a 

také možností měření jako „wavelength-ratiometric 

probe“. Sulfonátové skupiny jsou důležité pro 

rozpustnost ve vodě a hydroxylová skupina zajišťuje 

citlivost k pH. Excitační a emisní spektra vykazují 

silnou závislost na pH. Pokud se pH zvýší, HPTS 

vykazuje vyšší absorbanci při 450 nm a pokles 

v absorbanci okolo 420 nm (Obr. 28). Tyto změny jsou 

závislé na pH-závislé ionizovatelnosti hydroxylové 

skupiny. Emisní spektrum HPTS senzoru je nezávislé 

na pH, důvodem může být fakt, že emise probíhá 

pouze při ionizované formě. Velkou výhodou HPTS je 

jeho pKA okolo 7,5, a proto je tento senzor vhodný 

pro klinické použití. HPTS může být také použit jako 

senzor pro měření pCO2 ve stejném konceptu měření 

jako fluorescein s hydrogenuhličitanem.[110] 

Možnou nevýhodou HPTS je, že ve formě fenolu (silně kyselé prostředí) může mít vyšší 

sklon k ionizaci v excitovaném stavu než ve stavu základním, což způsobí, že je pozorována pouze 

emise HPTS ve formě fenolátu při vyšší vlnové délce.[111] Další nevýhodou HPTS je relativně 

Obr. 28 Nahoře: Excitační spektrum pH 

senzoru HPTS v 0,07 M fosfátovém pufru 

při různých hodnotách pH. Dole: Emisní 

spektrum HPTS při excitaci při 454 nm.[2] 
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krátká excitační vlnová délka zejména pro kyselou formu HPTS, tato nevýhoda může být však 

překonána použitím diod emitujících modré světlo.[2] 

 

4.8.3 Seminaftofluoresceiny (SNAFL) a seminaftorhodafluory (SNARF) 

SNAFL a SNARF (Obr. 29) patří do rodiny vylepšených pH senzorů.[112] Poskytují posun 

v absorpčním i emisním spektru s pKA od 7,6 do 7,9. Jejich absorpční a emisní vlnové délky jsou 

dostatečně dlouhé, a proto obě formy mohou být excitovány světlem při viditelných vlnových 

délkách blízko 540 nm a současně je možný koncept měření „wavelength-ratiometric probe“. 

To, že forma kyseliny i báze obou látek jsou fluorescentní, umožňuje jejich využití jako senzory 

s měřením doby života fluorescence. Doba života fluorescence je kratší pro senzor ve formě báze 

než pro kyselou formu senzoru. Například při pH = 4,9 je doba života fluorescence 4,51 ns a pro 

pH = 9,3 je doba života fluorescence 0,95 ns.[113] Důležité je zmínit, že toto měření může být 

omezeno nežádoucí interakcí s makromolekulami z měřeného biologického prostředí.[2] 

Pro klinické využití jsou vysoce žádoucí senzory s absorpcí a emisí při vyšších vlnových 

délkách, proto byl připraven derivát SNAFL s připojeným benzenovým kruhem – 

karboxynaftofluorescein (CNF).[2, 114]  

 

Obr. 29 Struktury „wavelength-ratiometric probe“ pH senzorů ze skupiny SNAFL, SNARF nebo 

CNF (převzato a upraveno).[2] 

 

4.8.4 Cyaninová barviva a ligandy ruthenia 

Dalšími senzory pracujícími při vyšších vlnových délkách byly látky založené na struktuře 

cyaninových barviv[115] excitovatelných při 795 nm.[116, 117] Tyto karboxy karbocyaninová barviva 
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vykazují pokles v intenzitě při pH okolo 8,5, ale nevykazují posun s výjimkou krátkých vlnových 

délek blízko 435 nm. Byly popsány také látky excitovatelné v oblasti UV s různými pKA hodnotami 

od 1,7 do 9,0.  

Pro klinické aplikace jsou žádoucí senzory s dlouhou dobou života fluorescence, proto 

byly popsány mimo jiné kovové pH-senzitivní ligandy ruthenia s časem zhášení 300 ns a pKA 

blízko 7,5.[118] Fotofyzikální vlastnosti několika nejznámějších pH senzorů jsou uvedeny v Tab. 2. 

Z důvodu stálé potřeby nových pH senzorů poskytujících výhodnější vlastnosti vývoj stále 

pokračuje.[2] 

 

Tab. 2 Srovnání fotofyzikálních vlastností vybraných pH senzorů.[2] 

 
Excitace Emise 

   
pH senzor  [a]nm] [a]nm] QB (QA)[b] B ([c] pKA 

BCECF 503 (484) 528 (514) 0,7 4,49 (3,17) 7,0 

HPTS 454 (403) 511 [d] [d] 7,3 

K. SNAFL-2 547 (514) 623 (546) 0,054 (0,43) 0,94 (4,60) 7,7 

K. SNARF-6 557 (524) 635 (559) 0,053 (0,42) 1,03 (4,51) 7,6 

[Ru(deabpy)(bpy)2]2+ 450 (452) 615 (650) [d] 380 (235) 7,5 

 

deabpy 4´,4-diethylaminomethyl-2,2´-bipyridin 

bpy 2,2´-bipyridin  

 

[a] vlnová délka pro senzor ve formě báze (kyseliny) 

[b] kvantový výtěžek fluorescence pro senzor ve formě báze (kyseliny) 

[c] doba života fluorescence pro senzor ve formě báze (kyseliny) 

[d] údaj není dostupný 
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4.9 Azaftalocyaniny jako fluorofory 

Studium AzaPc patří mezi dlouhodobý výzkumný záměr pracovní skupiny 

„Azaphthalocyanine group“. AzaPc mohou díky rozsáhlému systému konjugovaných vazeb 

absorbovat světlo a jeho energie může být pak využita k různým aplikacím dle způsobu relaxace 

excitované molekuly. Velkou výhodou AzaPc oproti jiným fluoroforům je absorpce a emise při 

vyšších vlnových délkách nad 630 nm z důvodu zamezení zhášení světla a jeho absorpci 

endogenními chromofory.[2] Další nespornou výhodou je možnost ovlivňování spektrálních 

vlastností AzaPc „na míru“ volbou substituentů (elektron-donorové vs. elektron-

akceptorové)[119] a výběrem centrálního kationtu kovu.[120] 

Nevýhodou zmiňovaných látek je silná tendence agregovat vlivem planárního 

charakteru,[11] což vede ke ztrátě fotofyzikálních vlastností. Dalším problémem může být 

nerozpustnost ve vodě pro aplikace cílené do biologického prostředí. Obě tyto nevýhody AzaPc 

lze do jisté míry překlenout vhodnou substitucí (objemné, nabité substituenty) a 

technologickými postupy (příprava ve vodě rozpustných nanočástic (NP), lipozomů).  

Velkým průlomem ve výzkumu byl objev a objasnění jevu ICT u alkylamino- 

substituovaných AzaPc naší výzkumnou skupinou v roce 2010. Bylo zjištěno, že ICT probíhá mezi 

donorem (alkylamino skupinou) a akceptorem (AzaPc makrocyklické jádro).[9] Později bylo 

zjištěno, že pomocí ICT a jeho blokování je možné 

ovlivňovat fotofyzikální vlastnosti AzaPc. Pokud ICT 

probíhá (Obr. 30), je molekula v OFF stavu, protože 

excitované stavy jsou účinně zhášeny. Při blokování 

ICT relaxuje molekula z excitovaného stavu 

kompetitivními procesy, jako je fluorescence nebo 

přechod do tripletového stavu a následná produkce 

singletového kyslíku. Různé způsoby blokování ICT 

umožnily využití AzaPc jako fluorescenčních senzorů, 

kdy blokování ICT protonizací donorového centra je 

principem pH senzorů,[32, 121] blokování ICT 

koordinací kovového kationtu kovu je využitelné 

pro senzory citlivé ke kationtům kovů.[8] V obou 

případech dochází k přepnutí molekuly do ON 

stavu, který je spojen s výrazným nárůstem 

fluorescence.    

Obr. 30 Schématické znázornění průběhu 

ICT u AzaPc, obecné schéma pro návrh 

senzoru pro rozpoznávání kationtů kovů 

nebo pH-senzitivního AzaPc. 
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4.9.1 Strukturální aspekty ovlivňující ICT a vlastnosti AzaPc 

Před návrhem nových molekul AzaPc pro konkrétní aplikace bylo třeba detailně 

prostudovat aspekty, které ovlivňují ICT. ICT je kompetitivní relaxační cesta k produkci 

singletového kyslíku molekulou, proto lze účinnost ICT hodnotit ze součtu kvantových výtěžku 

fluorescence F a produkce singletového kyslíku . Během studia AzaPc bylo připraveno velké 

množství modelových sloučenin a proběhlo množství experimentů, ze kterých vyplynuly tyto 

závislosti struktury na účinnosti ICT:  

 Počet donorových dusíků na periferii 

Z  výsledků vyplynulo, že pouze jedno donorové centrum je dostatečné pro účinné 

zhášení procesem ICT (kvantové výtěžky fluorescence blízké nule) se současnou zachovanou 

citlivostí k ovlivnění ICT vnějšími vlivy (pH,[121] polarita rozpouštědla) – což umožňuje přepínání 

mezi ON/OFF stavy. U sloučenin se dvěma až čtyřmi donorovými centry jsou kvantové výtěžky 

fluorescence nulové (Obr. 31).[9, 122] A u sloučenin s více jak čtyřmi donory probíhá ICT už natolik 

účinně, že se nedá nijak ovlivnit vnějšími podmínkami (molekula stále ve stavu OFF), tyto látky 

nacházejí uplatnění jako zhášeče fluorescence („quenchery“).[123-125] 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
    

       

 
počet 

     
slouč. donorů Substituent 

 
1 n = 0 R1=R2=R3=R4= S-tBu 

 
3 n = 2 R1=R2=R3= S-tBu, R4= N(CH2CH3)2 

 
4 n = 4 R1=R3= S-tBu, R2=R4= N(CH2CH3)2 

 
5 n = 4 R1=R2= S-tBu, R3=R4= N(CH2CH3)2 

 
6 n = 6 R1= S-tBu, R2=R3=R4= N(CH2CH3)2 

 
7 n = 8 R1=R2=R3=R4= N(CH2CH3)2 

 

Obr. 31 Pokles intenzity fluorescence vlivem zvýšení účinnosti ICT pomocí vyššího počtu 

donorů na periferii v pyridinu, toluenu a toluenu s 1 % (v/v) pyridinu (převzato a 

upraveno).[9] 
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 Vliv vzdálenosti mezi donorem a akceptorem 

Spojení mezi akceptorem a donorem je možné mimo přímého spojení také spojením 

přes spojovací řetězec. Pro umožnění probíhajícího ICT je zásadní, aby byl donor a akceptor ve 

vzájemné konjugaci. Vliv spojovacího řetězce na účinnost ICT byl detailně studován naší 

výzkumnou skupinou na sérii pH senzitivních AzaPc, kdy donor pro ICT byl od akceptoru spojen 

spojovacím řetězcem o různé  délce (Obr. 32). Bylo jednoznačně prokázáno, že účinnost ICT se 

snižuje s prodlužující se délkou spojovacího řetězce. Do studie byl pro porovnání zahrnut i AzaPc, 

u kterého probíhal PET místo ICT. Ukázalo se, že PET probíhá u AzaPc s výrazně nižší účinností 

než ICT.[20]  

 

Obr. 32 Struktury pH senzitivních AzaPc zapojených do studie vlivu vzdálenosti mezi donorem a 

akceptorem na účinnost ICT. Účinnost ICT se snižovala s prodlužující se délkou spojovacího 

řetězce (převzato a upraveno).[20] 

 

 Typ donorového dusíku 

Z experimentálních měření naší výzkumné skupiny vyplynulo, že donorové vlastnosti 

aminu rostou v pořadí alifatický amin < terciární alifatický amin < sekundární aromatický amin < 

terciární aromatický amin. Charakter donoru (alkyl/aryl aminu) hraje tedy důležitou roli pro 

účinnost ICT (Obr. 33).[126] Dalším zcela překvapivým zjištěním byla možnost ovlivnění účinnosti 

ICT výběrem substituentu v ortho poloze vůči donorovému dusíku. Bylo zjištěno, že účinnost ICT 

roste v řadě substituentů –Cl ≈ CH3 ≈ H < -fenyl < terc-butylsulfanyl- < -OBu (Obr. 34). Tento 

poznatek byl získán empiricky a bohužel se ho nepodařilo doposud vysvětlit.[8]  
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Obr. 33 Strukturální faktory ovlivňující ICT u AzaPc.[126] 

 

 

Obr. 34 Vliv substituentu v ortho poloze k donorovému dusíku a následné ovlivnění účinnosti 

ICT (převzato a upraveno).[8] 

 

 Typ makrocyklického jádra 

ICT proces je mnohem efektivnější u AzaPc ve srovnání s Pc díky výraznějšímu elektron-

deficientnímu charakteru makrocyklického jádra.[127] Tento efekt je natolik výrazný, že v sérii 

nesymetrických makrocyklů s jedním donorovým centrem byla účinnost ICT signifikantně horší 

u Pc ((F ≈ 0,17) než u AzaPc (F < 0,035).[128] Tento elektron-deficientní charakter 

se dá ještě více prohloubit vhodnou substitucí (viz níže).  
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 Vliv substituentů na makrocyklickém jádře na akceptorové vlastnosti  

Účinnost ICT je signifikantně závislá na elektron-deficientním charakteru akceptoru 

(AzaPc jádra). Tato vlastnost může být ještě více prohloubena vhodnou periferní substitucí 

makrocyklu elektrony-odtahujícími skupinami (COOBu, terc-butylsulfanyl) nebo „zeslabena“ 

použitím skupin elektrony poskytujícími (OBu, neopentyl). Výběr vhodných substituentů pro 

takovéto úpravy vlastností AzaPc je usnadněn Hammetovými konstantami, které korelují s 

elektron-akceptorovými nebo elektron-donorovými vlastnostmi substituentů (Obr. 35).[119] 

 

Obr. 35 Periferní substituce AzaPc jako nástroj ovlivnění elektron-deficientního charakteru 

s uvedenými hodnotami Hammetových konstant pro substituenty s rozdílným elektron-

odtahujícím/poskytujícím charakterem.[119] 

 

 Volba centrálního kationtu kovu AzaPc 

Volba centrálního kationtu kovu má vliv na finální fotofyzikální vlastnosti AzaPc 

makrocyklu. V současné době jsou rutinně koordinovány do centra AzaPc kationty Zn2+ a Mg2+, 

které zaručují dobré fotofyzikální vlastnosti a v případě Zn2+ i stabilitu v kyselém prostředí. 

Volbou kationtu kovu je významně ovlivněna cesta relaxace molekuly, platí tzv. efekt těžkého 

atomu,[129] který byl potvrzen také naší výzkumnou skupinou ve spolupráci s výzkumnou 

skupinou z Kuwaitu v projektu, kde AzaPc koordinovaly do svého centra AlCl, Zn, GaCl nebo 

InCl.[120] 

 

 Vliv objemných substituentů na periferii AzaPc 

Nežádoucí agregaci AzaPc se dá zamezit volbou vhodného rozpouštědla a periferní 

substitucí makrocyklu objemnými substituenty (terc-butylsulfanylová skupina).    
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4.10 AzaPc jako senzory pro rozpoznávání kationtů kovů 

V rámci mé diplomové práce jsem pracoval na projektu, který poprvé ověřil hypotézu 

použít AzaPc jako senzory citlivé ke kationtům kovů. Na základě výše uvedených poznatků o vlivu 

struktury AzaPc na účinnost ICT byla 

navržena modelová molekula (Obr. 

36) s akceptorovou částí tvořenou 

zinečnatým AzaPc nesoucím šest 

objemných terc-butylsulfanylových 

skupin pro zamezení nežádoucí 

agregace a zajištění lepší účinnosti ICT. 

Do molekuly byl zaveden pouze jeden 

donor pro ICT v podobě terciárního 

aminu ze skupiny aza-crownů 

(konkrétně 1-aza-15-crown-5) se 

schopností koordinace Na+, K+ iontů. 

Terciární amin aza-crownu byl přímo 

spojen s AzaPc kvůli záměrnému snížení jeho bazicity a tím zabránění nežádoucí protonizaci 

v kyselém pH, která je zdrojem falešně pozitivních výsledků u komerčních senzorů.[2, 50]  

V tomto projektu byla tedy připravena série nesymetrických AzaPc s 1-aza-15-crown-5 

rozpoznávací částí (Obr. 36). Citlivost AzaPc senzorů byla studována měřením absorpce a 

fluorescence během postupných 

titrací solemi kationtů kovů (Na+, 

K+, Li+, Ca2+, Ba2+, Pb2+, Hg2+, Co2+) 

ve formě thiokyanátů. Dle 

očekávání AzaPc ve stavu ON po 

přidání Na+ nebo K+ dosahovaly 

vysokých hodnot kvantových 

výtěžku fluorescence (F = 0,12-

0,21) ve srovnání s F AzaPc 

pouze s terc-butylsulfanylovými 

skupinami (stále v ON stavu), 

který byl měřen jako kontrolní 

látka (F = 0,35). AzaPc 1bZn měl 

nejlepší senzorické vlastnosti, kdy 

Obr. 36 Struktury připravených AzaPc senzorů 
zapojených do projektu, látka s nejlepšími 

senzorickými vlastnostmi oznažena 1bZn (převzato 
a upraveno).[8] 

Obr. 37 a) Nárůst fluorescence (uveden jako zesilující faktor 

fluorescence, FEF) AzaPc 1bZn po přidání analytu včetně 

negativních kontrol; b) fotografie roztoků 1bZn po přidání 

určitého kationtu kovu (exc = 366 nm).[8] 
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vázal preferenčně K+ (nárůst fluorescence 11,5×) a Na+ (10,5×), částečně byl ale citlivý i na ostatní 

kationty (Li+, NH4
+, Ba2+) (Obr. 37). Studium stechiometrie komplexace AzaPc/analyt bylo 

provedeno Jobovou metodou kontinuálních variací (tzv. „Job´s plot“) a prokázalo, že Na+ ionty 

se váží v poměru Na+/AzaPc 1:1, zatímco K+ ionty se vázaly v poměru K+/AzaPc 1:2. Důvodem 

byla pravděpodobně příliš malá 

velikost kavity aza-crownu, který 

v tomto případě pouze „objímá“ K+ 

jako korunka (Obr. 38). Sloučenina 

1bZn byla dále inkorporována do 

křemičitých NP a její senzorické 

vlastnosti byly potvrzeny spolu 

s necitlivostí k pH prostředí také ve 

vodném prostředí.  

Tento pilotní projekt[8] 

potvrdil, že AzaPc jako fluorofory 

nabízí mnoho výhodných vlastností 

jako je silná absorpce a emise 

v červené oblasti spektra (nad 650 

nm, ε ~ 150 000 M-1 cm-1), 

necitlivost k pH prostředí a dobrý 

poměr F mezi OFF/ON stavem a 

mohou se tak stát slibnými 

fluorescenčními senzory pro 

kationty kovů. Avšak pro budoucí 

aplikace je nutné prozkoumat 

rozpoznávací část detailněji, aby 

byla zlepšena selektivita a 

senzitivita senzoru. 

  

Obr. 38 Výsledky titrací AzaPc 1bZn Na+ (a, c, e) a K+ ionty 

(b, d, f). a) a b) absorpční spektra; c) a d) fluorescenční 

spektra; e) a f) Jobova metoda kontinuálních variací; g) 

schéma předpokládané stechiometrie vazby AzaPc 1bZn 

s Na+ a K+ (převzato a upraveno).[8] 
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4.11 AzaPc jako pH senzory 

Naše skupina se vedle vývoje nových senzorů pro rozpoznávání kationtů kovů věnovala 

také návrhu a studiu nových pH-senzorů založených na struktuře AzaPc. Přepínání senzorů mezi 

OFF/ON stavy je zajištěno na základě blokování ICT protonizací donorové části senzoru vlivem 

hodnoty pH prostředí. Tento základní princip byl naší výzkumnou skupinou více rozvinut a byly 

připraveny pH-sentivní AzaPc pro měření kyselého[121] i zásaditého pH.[32] Zcela unikátní princip 

přepínání OFF-ON-OFF využívající nedávno popsané AzaPc pH-senzory navržené pro použití při 

měření úzké oblasti pH.[20]   

 

4.11.1 AzaPc pro měření v kyselé oblasti pH 

Snaha připravit AzaPc pH senzory citlivé v oblasti kyselého pH byla motivována prací,[130] 

ve které se dosahovalo vyšší selektivity PDT volbou pH senzitivních látek. Tento fakt byl založen 

na tom, že v oblasti nádorové tkáně je pH kyselejší (6,8) než v oblasti zdravé tkáně (7,4). A právě 

pomocí pH senzorů bychom byli schopni vizualizovat oblast s nižší hodnotou pH a odlišit tak 

tkáně nádorové od tkání zdravých. V rámci studie byla připravena série nesymetrických AzaPc 

s jedním donorovým centrem tvořeným různě substituovaným anilinem (Obr. 39) tak, aby bylo 

dosaženo různé bazicity rozpoznávacího centra. Pro posouzení účinnosti blokování ICT byly 

taktéž připraveny látky kontrolní (stále v ON stavu) substituovené terc-butylsulfanylovými nebo 

fenylovými substituenty (Obr. 39).  

Citlivost ke kyselému pH byla poté ověřena postupnými přídavky H2SO4 v prostření DMF. 

Dle očekávání byla pozorována odpověď senzorů na snížení pH formou silné emise v oblasti 663 

– 675 nm se signifikantním nárůstem fluorescence, který dosahoval hodnot o dva řády vyšší než 

intenzita fluorescence pro látku ve stavu OFF a zároveň byl srovnatelný s intenzitou fluorescence 

u látek kontrolních (stále ON stav). Studované AzaPc vykázaly cca 20-ti násobné nárůsty 

fluorescence.  

Pro biologickou aplikaci je důležité, aby látky byly rozpustné a měly zachované 

senzorické funkce také ve vodném prostředí. Proto byly senzory ukotveny do lipozomů na bázi 

dioleoylfosfatidylcholin (DOPC) a citlivost na pH byla ověřena změnou pH pufru s prakticky 

stejným výsledkem jako v prostředí organického rozpouštědla. Tímto, bylo potvrzeno, že 

připravené látky se mohou stát díky vhodnému pKA 2,2-4,2 slibnými pH senzory pro oblasti 

s kyselým pH a mohou nabídnout výhodnou absorpci a emisi při vyšších vlnových délkách.[121]  
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Obr. 39 Struktury připravených pH senzorů a kontrolních látek zapojených do studie pH-

senzitivních AzaPc pro kyselé prostředí (převzato a upraveno).[121] 

 

4.11.2 AzaPc pro měření v zásadité oblasti pH  

V dalším projektu byla studována možnost použít rozpoznávací skupinu fenol/fenolát 

jako donor pro ICT v pH senzorech určených pro zásaditou oblast. V tomto konceptu je konverze 

fluorescenčního fenolového substituentu na nefluorescenční fenolát způsobena deprotonizací 

OH skupin v zásaditém prostředí. Při tomto jevu dochází k vytvoření silného donorového centra 

v molekule senzoru, které je schopné účinně zhášet excitované stavy, a proto senzor po přídavku 

báze ztrácí své fluorescenční vlastnosti (fenolát - OFF stav).  

Byla studována série AzaPc senzorů s jedním, dvěma, čtyřmi a osmi 3,5-di(terc-butyl)-4-

hydroxyfenylovými skupinami (Obr. 40). A citlivost k zásaditému pH byla ověřena postupnými 

přídavky báze TBAH v MeCN. V souladu s očekáváním intenzita fluorescence klesala se zvyšující 

se koncentrací TBAH (Obr. 41). Tento jev byl plně reverzibilní a po přídavku kyseliny octové se 

molekula senzoru opět vrátila do své fluorescenční formy (fenol – ON stav).   
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Výjimku však tvořil senzor s osmi donorovými centry, u kterého došlo po přidání TBAH a 

následném okyselení k nevratným změnám, které se projevily plochými roztáhlými absorpčními 

spektry a ztrátou fluorescence. Stejné chování 3,5-di(terc-butyl)-4-hydroxyfenylové skupiny bylo 

pozorováno a popsáno Clarksonem a kolektivem.[131] Vysvětlením může být, že 3,5-di(terc-

butyl)-4-hydroxyfenylová skupina podléhá oxidaci na chinon a/nebo známé transformaci 

zahrnující tvorbu endoperoxidů a/nebo kontrakci aromatického kruhu.[132, 133] 

Proto AzaPc senzory pouze jen s jednou, dvěma a čtyřmi donorovými centry byly vloženy 

do lipofilních částic v mikroemulzích a citlivost k zásaditému pH byla ověřena i ve vodném 

prostředí. Díky tomu bylo také možné stanovit hodnotu jejich pKA, které se pohybovalo okolo 

12,5. Tímto projektem bylo potvrzeno, že AzaPc s jedním, dvěma nebo čtyřmi donory tvořenými 

fenolovými jednotkami se mohou stát také senzory pro měření v zásadité oblasti pH a po 

přípravě lipofilních částic je také umožněno jejich využití v biologickém prostředí.[32] 

 

Obr. 40 Připravené struktury AzaPc senzorů pro zásaditou oblast pH (převzato a upraveno).[32]  
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Obr. 41 Závislost kvantových výtěžků fluorescence na pH pufrů. Látka s jednou fenolickou 

skupinou (•), dvěma fenolickými skupinami (△), čtyřmi fenolickými skupinami (▢), kontrolní 

látka pouze s terc-butylsulfanylovými skupinami (▲).[32] 

 

4.11.3 AzaPc operující v úzkém oblasti pH prostředí OFF-ON-OFF senzory 

U bezkovových AzaPc senzorů navržených pro měření zásaditého pH byla pozorována 

velmi nízká intenzita fluorescence, která stoupla po přidání malého množství báze TBAH vlivem 

protonizace centrálních NH skupin AzaPc 

makrocyklu. Tento efekt vedl k vývoji nového 

konceptu OFF-ON-OFF pH senzorů pro úzké 

rozmezí pH.  

Jako první AzaPc senzor pro koncept OFF-

ON-OFF byla studována struktura s jednou 

fenolovou skupinou (Obr. 42). Přidání malého 

množství TBAH vedlo ke změnám v absorpčním i 

emisním spektru (ON stav). V absorpčním spektru 

se Q pás typicky rozštěpený pro bezkovové AzaPc 

změnil na nerozštěpený. Tato změna indikovala 

deprotonizaci obou centrálních NH skupin.[33, 134] 

V emisním spektru byl pak zaznamenán 

signifikantní nárůst fluorescence. Další malý 

přídavek báze nezpůsobil žádné spektrální změny. 

Avšak po větším přídavku báze došlo k poklesu 

Obr. 42 Koncept přepínání OFF-ON-OFF 

pH-senzitivních AzaPc. Změny v intenzitě 

fluorescence pro senzor s jednou 

donorovou skupinou (koncentrace 1 µM, 

exc = 600 nm, em = 669 nm)  po přídavku 

TBAH v MeCN.[32] 
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fluorescence vlivem deprotonizace periferní fenolové skupiny (OFF stav). Tímto byla dokázána 

možnost přepínání senzoru OFF-ON-OFF přídavkem specifického množství báze (Obr. 42).[32] 

Koncept přepínání fluorescence senzorů v konceptu OFF-ON-OFF (Obr. 43) byl rozvíjen 

v dalším výzkumném projektu naší skupiny, kdy byla připravena série AzaPc s N,N-

dimethylamino skupinami spojenými s makrocyklem různými spojovacími řetězci (délka, typ 

spojovacího atomu) určená pro měření v úzké oblasti kyselého pH. V tomto projektu k prvnímu 

zhášení (OFF stavu) dochází protonizací azomethinových můstků molekuly AzaPc. Pro návrh 

všech senzorů bylo zvoleno stejné AzaPc jádro s koordinovaným zinečnatým kationtem, proto 

k přepnutí docházelo u všech senzorů při stejném pH (pKA = 1,3). Citlivost k pH lze však měnit 

volbou donoru s různou bazicitou (pKA = 2,29–4,76), která je zodpovědná za přepnutí senzoru 

do ON stavu. Mimo studia citlivosti k pH postupnými přídavky TBAH v tetrahydrofuranu (THF) 

byly pro potvrzení možné biologické aplikace byly ze senzorů připraveny lipozomy a jejich funkce 

byla testována ve vodném prostředí, kde byla pozorována citlivost v oblasti pH ≈ 1,0-2,5 s až 20-

ti násobnými nárůsty fluorescence v ON stavech.[20] 

 

 

Obr. 43 Navrhovaný princip přepínání senzorů OFF-ON-OFF.[20]  
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5. METODICKÁ ČÁST  

 

5.1 Příprava Pc a AzaPc 

Při přípravě Pc/AzaPc je třeba vždy v prvním kroku připravit prekurzor, ze kterého 

následně cyklizační reakcí vzniká příslušný makrocykl. Pc a AzaPc jsou připravovány stejnými 

cyklizačními reakcemi, liší se pouze příslušné výchozí látky. V případě Pc se většinou vychází ze 

substituovaných ftalonitrilů, naproti tomu u AzaPc je benzenové jádro nahrazeno za isosterní 

pyrazin, prekurzorem je tedy substituovaný pyrazin-2,3-dikarbonitril. Postupy přípravy 

zmíněných prekurzorů pro Pc a AzaPc jsou rozdílné, což je dáno rozdílnou reaktivitou benzenu a 

pyrazinu.  

 

Obr. 44 Obecné postupy přípravy prekurzorů pro Pc: 1. nukleofilní substitucí; 2. alkylací 

fenolických hydroxylů; 3. Diels-Alderovou reakcí.   
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5.1.1 Příprava prekurzorů pro Pc a AzaPc 

Při přípravě prekurzorů pro Pc se vychází z komerčně dostupných výchozích sloučenin: 

3-nitroftalonitrilu, 4-nitroftalonitrilu nebo 4,5-dichlorftalonitrilu. Nukleofilní substitucí jsou poté 

připraveny alkyloxy-, aryloxy-, alkylsulfanyl- nebo arylsulfanyl- substituované ftalonitrilové 

prekurzory.[13] Alkyloxy- a aryloxy- deriváty mohou být získány také Diels-Alderovou reakcí nebo 

alkylací fenolických hydroxylových skupin (Obr. 44).[135, 136] Ke couplingovým reakcím je 

přistoupeno při přípravě Pc prekurzorů se substituenty vázanými C-C vazbou.[137] 

Příprava AzaPc prekurzorů vychází z nukleofilní substituce 5,6-dichlorpyrazin-2,3-

dikarbonitrilu s příslušným N, O nebo S-nukleofilem za vzniku požadovaných 5,6-

disubstituovaných pyrazin-2,3-dikarbonitrilů (Obr. 45).[138, 139] Tyto reakce probíhají poměrně  

snadno díky zápornému indukčnímu efektu dusíku pyrazinového kruhu a zápornému 

mezomernímu efektu nitrilů v polohách 2 a 3, které snižují elektronovou hustotu na 

pyrazinových uhlících 5 a 6. Uhlíky v těchto polohách jsou pak snadno napadány nukleofily. Takto 

vznikají prekurzory s periferním substituentem vázaným přes heteroatom (N, O, S). Při 

ekvimolárním poměru výchozích látek a chlazení reakční směsi lze připravit také mono-

substituované sloučeniny, které pak mohou dále v druhém kroku reagovat nukleofilní substitucí 

s jiným nukleofilem za vzniku nesymetrického prekurzoru.[140]  

Prekurzory se substituenty spojené C-C vazbou se připravují odlišně, a to kondenzací 2,3-

diaminomaleonitrilu s vhodnou vicinální dikarbonylovou sloučeninou v kyselém reakčním 

prostředí.[6, 141]  

 

 

Obr. 45 Obecné postupy přípravy prekurzorů pro AzaPc.   
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5.1.2 Příprava Pc a AzaPc makrocyklu – cyklizační reakce 

Příprava heterocyklických Pc analogů byla poprvé popsána Linsteadem a jeho 

spolupracovníky v roce 1937.[142] Benzenové kruhy těchto sloučenin byly substituovány 

hetrerocykly jako je thiofen, thionaftalen, pyridin nebo pyrazin. Příprava AzaPc analogů byla 

popsána až mnohem později v 60. letech 20. století Galpenem a Luk´yanetsem.[13] 

Pro cyklizační reakci poskytující Pc/AzaPc lze použít dvě základní metody – metodu 

postupné výstavby makrocyklu po inicializaci reakce alkoholátem alkalického kovu, kovu 

alkalických zemin nebo pomocí silné báze (např. 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-en nebo 1,5-

diazabicyklo[4,3,0]non-5-en),[143] tzv. metoda dle Linsteada, nebo metodu templátového efektu 

kovu, kdy je prekurzor zahříván ve vysokovroucím rozpouštědle (DMF, pyridin, chinolin) se solí 

určitého kovu (Obr. 46). V tomto případě kationt kovu slouží jako matrice, která k sobě váže čtyři 

prekurzory dostatečně blízko, aby došlo ke vzájemnému spojení prekurzorů ve finální Pc/AzaPc 

komplex.[144] V obou případech dochází k chelataci kovového iontu použitého k tvorbě 

alkoholátu nebo jako matrice do centra makrocyklu. Pro přípravu dle Linsteadovy metody je v 

naší skupině rutinně používán butanolát hořečnatý, a proto je v centru makrocyklu po cyklizační 

reakci vázán hořečnatý kationt. Ten pak lze velmi snadno z centra molekuly odstranit v kyselém 

prostředí (kyselina p-toluensulfonová) a do centra chelatovat požadovaný kationt kovu (např. 

Zn2+), reakcí s příslušnou solí.  

 

Obr. 46 Základní přístupy v přípravě AzaPc komplexů: Templátová metoda a metoda dle 

Linsteada.  
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Pokud je při cyklizaci použit jen jeden prekurzor jako výchozí látka, vzniká symetrický 

Pc/AzaPc. Když použijeme v reakci dva rozdílné prekurzory (A a B), vznikne po cyklizaci statistická 

směs šesti různých Pc/AzaPc (tzv. kongenerů) s různě nakombinovanými jednotkami A a B 

(AAAA, AAAB, ABAB, AABB, ABBB, BBBB) (Obr. 47). Touto reakcí zvanou statistická kondenzace 

se připravují nesymetrické Pc/AzaPc. Tato metoda přípravy je neselektivní a výtěžky reakce jsou 

obecně nízké, avšak podíl požadovaného nesymetrického kongeneru lze zvýšit volbou vhodného 

poměru prekurzorů A a B (obvykle 1:3, při požadované přípravě kongeneru ABBB),[10] 

požadovaný nesymetrický kongener (obvykle ABBB) je poté izolován a čištěn pomocí 

chromatografických metod.  

Další možností přípravy nesymetrického Pc/AzaPc může být použití jednoho 

nesymetrického prekurzoru v cyklizační reakci, kdy vzniká směs polohových izomerů s různými 

typy symetrie (Obr. 48).[10] 

 

Obr. 47 Obecné schéma vzniku směsi šesti různých kongenerů při přípravě nesymetrického 

Pc/AzaPc komplexu metodou statistické kondenzace (prekurzorů A a B). 

 

Obr. 48 Polohové izomery Pc po cyklizaci nesymetrického prekurzoru a označením typu 

izomerie.  
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5.2 Metody pro studium fotofyzikálních vlastností Pc a AzaPc 

 

5.2.1 Kvantový výtěžek fluorescence (fluorescence quantum yield, F) 

Pro měření kvantového výtěžku fluorescence F je používána srovnávací metoda 

s nesubstituovaným zinečnatým ftalocyaninem (ZnPc) jako referenční látkou (F = 0,32 

v THF).[145] Vzorek i referenční látka jsou excitovány při stejné vlnové délce. Pro výpočet F je 

pak použita rovnice (2),[2] kde F je integrovaná plocha pod emisním spektrem, A je absorbance 

při excitační vlnové délce, n je index lomu rozpouštědla. Index R náleží referenční látce a index 

S se týká měřeného vzorku.  

ф𝐹
𝑆 =  ф𝐹

𝑅  (
𝐹𝑆

𝐹𝑅) (
1 − 10−𝐴𝑅

 

1− 10−𝐴𝑆 ) (
𝑛𝑆

𝑛𝑅)
2

   (2) 

 

5.2.2 Vazebná konstanta  

Pro stanovení vazebné konstanty je nejprve změřeno absorpční a emisní spektrum (Exc 

v isosbestickém bodě) roztoku AzaPc v THF nebo MeCN (cAzaPc = 1 μM). Poté je přidáno 

definované množství zásobního roztoku soli analytu rozpuštěného v MeOH. Absorpční a emisní 

spektra jsou měřena po každém přídavku a pro každý bod pak je stanoven kvantový výtěžek 

fluorescence. Kvantové výtěžky fluorescence F jsou počítány dle rovnice (2), jak bylo popsáno 

výše, a vyneseny jako závislost na koncentraci analytu. Asociační konstanta (KA) nebo KD jsou 

počítány nelineární regresí za pomoci programu Prism 5 software for Windows (GraphPad 

Software, inc.). KA je hodnota, která vyjadřuje schopnost tvorby komplexu senzor/analyt naproti 

tomu KD vyjadřuje sílu nutnou k rozpadu komplexu senzor/analyt a je z ní tedy možné usuzovat, 

jak pevně k sobě vázán senzor s analytem. Pro konstanty KA a KD platí vzájemný vztah KD = 1/KA. 

 

5.2.3 Zesilující faktor fluorescence (fluorescence enhancement factor, FEF) 

FEF je poměr kvantového výtěžku fluorescence senzoru při kompletní saturaci kavity 

rozpoznávací části senzoru analytem (F(M+)) (okamžik, kdy titrační křivka dosahuje stavu 

„plateau“) a jeho volné formy před přídavkem analytu (F(Free)). FEF lze tedy spočítat dle rovnice 

(3).  

𝐹𝐸𝐹 =
ф𝐹(𝑀+)

ф𝐹(𝐹𝑟𝑒𝑒)
    (3)  
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5.2.4 Jobova metoda kontinuálních variací 

Jobovou metodou kontinuálních variací je možné objasnit stechiometrii vazby 

senzor/analyt. Pro možné vyhodnocení experimentu je nutné, aby senzor byl citlivý ke 

studovanému analytu. Během měření musí být zachována konstantní celková koncentrace 

senzoru a analytu. Vzorky je nutné excitovat v oblasti isosbestického bodu absorpčního spektra, 

a pak změřit emisní spektrum před přídavkem analytu (F0) a po přídavku analytu (Fanalyt). Finální 

stechiometrie komplexu senzor/analyt je následně stanovena ze závislosti Fanalyt-F0 na [analyt] / 

([analyt] + [senzor]), jako bod zlomu příslušné křivky. 
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6. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 

Všechna organická rozpouštědla byla v analytické kvalitě. Bezvodý butanol byl sušen 

hořčíkem zahříváním pod zpětným chladičem při teplotě varu rozpouštědla a byl oddestilován v 

čas potřeby. Všechny chemikálie pro přípravy sloučenin byly zakoupeny u zavedených 

dodavatelů (Sigma-Aldrich, Acros, Merck, VWR a TCI Europe) a byly použity, jak byly dodány. 

Silikagel s indikátorem vlhkosti a podložní sklíčka pro mikroskopii byly objednány u firmy 

Carl Roth. Ethylcelulóza s 49 % obsahem ethoxylu byla objednána u Sigma-Aldrich. Hydrofilní 

termoplastické elastomery HydroThane™ 5, HydroThane™ 15, HydroThane™ 25 byly získány od 

firmy AdvanSource Biomaterials. Ultra jemný oxid titaničitý P170 byl objednán u firmy Kemira. 

Dusík, 5 % oxid uhličitý v dusíku a oxid uhličitý (všechny plyny v čistotě 99,999%) byly dodány od 

Air Liquide, Rakousko. Všechny silikonové komponenty pro přípravu CO2 senzorů: vinylem-

ukončený polydimethylsiloxan (viskozita 1000 cSt.), (25-35 % methylhydrosiloxan)-

dimethylsiloxan kopolymer (viskozita 25-35 cSt.), 1,3,5,7-tetravinyl-1,3,5,7-

tetramethylcyklotetrasiloxan a katalyzátor 1,3-divinyl-1,1,3,3-tetramethyldisiloxanový komplex 

platiny byly obdrženy od firmy ABCR, Německo. Podpůrná fólie z PETE Melinex 505 byla získána 

u firmy Pütz, Německo. Aplikátory pro nožové pokrytí fólie filmem s tloušťkou 75 μm byly 

vyrobeny firmou BYK Gardner, Německo. 

Chromatografie na tenké vrstvě (TLC) byla prováděna na deskách Silica gel 60 F254 

(Merck, Darmstadt, Německo). Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm) byl použit pro preparativní 

sloupcovou chromatografii. Teploty tání (t.t.) byly měřeny na přístroji Electrothermal IA9200 

Series Digital Melting Point apparatus (Electrothermal Engineering Ltd., Southend-on-Sea, Essex, 

Velká Británie). 1H and 13C NMR spektra byla měřena na přístroji Varian Mercury Vx BB 300 nebo 

VNMR S500 na Katedře organické a bioorganické chemie. Zapsané chemické posuny jsou 

vztaženy relativně k vnitřnímu standardu Si(CH3)4. IČ byla měřena v peletách KBr přístrojem 

Nicolet 6700 v ATR módu na Katedře organické a bioorganické chemie. UV/Vis spektra byla 

zaznamenána přístrojem Shimadzu UV-2600 spectrophotometer. Fluorescenční spektra byla 

naměřena přístrojem AMINCO Bowman Series 2 luminescence spectrometer na Katedře 

biofyziky a fyzikální chemie nebo FS5 fluorescence spectrophotometer (Edinburgh Instruments 

Ltd, Velká Británie). Elementární analýza byla provedena pomocí Automatic Microanalyser 

EA1110CE (Fisons Instruments S.p.A., Miláno, Itálie) nebo Vario Micro Cube Elemental Analyzer 

(Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Německo). APCI (atmospheric pressure chemical 

ionization) hmotnostní spektra byla získána pomocí přístroje Agilent 500 Ion Trap LC/MS (Agilent 
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Technologies, Santa Clara, California, USA) přímým nástřikem vzorku rozpuštěného v MeOH na 

detektor. HR MS spektra byla měřena pomocí UHPLC system Acquity UPLC I-class (Waters, 

Millford, USA), spektra byla měřena ve spojení s hmotnostním spektrometrem s vysokým 

rozlišením (HR MS) Synapt G2Si (Waters, Manchester, Velká Británie) založeném na Q-TOF. 

Chromatografie pro toto HR MS měření byla provedena na Acquity UPLC BEH300 C4 (2,1 x 50 

mm; 1,7 μm) a užívala kolonu s isokratickou elucí s MeCN a 10 mmol ammonium-formiátový 

pufr pH = 3 (90:10) při průtoku 0,4 ml/min. Ionizační metoda elektrosprej pracující v pozitivním 

módu. ESI spektra byla zaznamenána v rozmezí 200-2000 m/z s využitím glu-fibrinopeptidu B 

jako referenční látky a jodidu sodného pro kalibraci. MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption 

ionization-time of flight) hmotnostní spektra byla měřena v pozitivním reflektronovém módu na 

přístroji 4800 MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (AB Sciex, Framingham, MA, USA) 

využívajícím jako matrici trans-2-[3-(4-terc-butylfenyl)-2-methyl-2-propenyliden]malononitril. 

Přístroj byl kalibrován za použití externího pětibodového kalibračního standardu Peptide 

Calibration Mix1 (LaserBio Labs, Sophia-Antipolis, Francie). 

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril použitý jako výchozí látka při přípravě většiny 

prekurzorů byl objednán u TCI Europe. Výchozí látka 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzaldehyd,[32] 

prekurzory P1b, P2b[8] a P4[146] a AzaPc 1bZn a 1eZn[8] byly připraveny přesně dle publikovaného 

postupu v odborné literatuře. ZnPc využívaný jako referenční látka při fotofyzikálním studiu 

připravených senzorů byl zakoupen u Sigma-Aldrich. Křemičité NP 2bZn@NP, 3aZn@NP a 

4aZn@NP byly připraveny z AzaPc senzorů 2bZn, 3aZn a 4aZn ve spolupárci s Dr. Langem a Dr. 

Kirakcim z Ústavu anorganické chemie, Akademie věd ČR. 

pH-senzitivní AzaPc indikátory 5aZn, 5bZn, 5cZn[32] zapojené do studie [P4] byly 

připraveny společně s kontrolní látkou KLX[127] dle publikovaného postupu. Silanizované částice 

egyptské modři[147] a indikátor diketo-pyrrolo-pyrrol (DPP)[148] byly připraveny ve spolupráci s 

Assoc. Prof. Sergejem Borisovem z „Graz University of Technology“ (Graz, Rakousko) dle 

nedávno publikovaných postupů.  
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6.1 Látky připravené v rámci projektu [P1] 

 

Příprava prekurzorů 

 

Schéma 1 Příprava prekurzorů: (i) bezvodý K2CO3, THF, -12 °C, 2 h; (ii) 1,8-

diazabicyklo[5,4,0]undec-7-en (DBU), butanol, laboratorní teplota, 10 min – 1 h; (iii) terc-

butanolát draselný, bezvodé THF, Argon, 40 °C, 2,5 h; (iv) 10 % Pd/C saturované H2, CH3COOH, 

MeOH, laboratorní teplota, 12 h; (v) NaOH 1M vodný roztok, butanol, -12 °C, 1 h; (vi) bezvodý 

K2CO3, THF, laboratorní teplota, 1 h. 

 

5-chlor-6-(1,4,7-trioxa-10-azacyklododekan-10-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P1a) 

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (909 mg; 4,57 mmol) rozpuštěný v THF (60 ml) byl 

zchlazen v lázni NaCl/led. K připravenému roztoku byl pomalu přidán ochlazený roztok 1-aza-12-

crown-4 (801 mg; 4,57 mmol) v THF (15 ml) a směs byla míchána 5 min. Poté byl do reakční směsi 

přisypán jemně rozemletý bezvodý K2CO3 (842 mg; 6,09 mmol) v jednom přídavku a vzniklá 

suspenze byla míchána další 2 h při laboratorní teplotě. THF byl odpařen, do baňky byl přidán 

chloroform (50 ml) a jedna kapka kyseliny chlorovodíkové. A produkt byl následně třikrát 

vytřepán s nasyceným vodným roztokem NaCl (3×50 ml). Organická vrstva byla sbírána a 

přesušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována a odpařena do sucha na vakuové rotační odparce. 

Produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s mobilní fází diethyl ether/aceton 5:1 (Rf = 0,55 
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pro P1a). Surový produkt byl nakonec rekrystalizován z ethanolu, vzniklý precipitát produktu byl 

posbírán filtrací a vysušen na vzduchu. 

Výtěžek: 1,44 g (94 %) žlutá pevná látka; t.t. 87,9-88,5 ℃; 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 25 

°C): δ = 3,63-3,68 (m, 8 H, crown-H); 3,93 (t, J = 5 Hz, 4 H, crown-H) a 4,08 ppm (t, J = 5 Hz, 4 H, 

crown-H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 52,1; 69,9; 70,5; 71,4; 112,8; 113,0; 118,0; 129,0; 

135,5 a 152,0 ppm; IČ (ATR): v = 2863, 2228 (CN), 1548, 1505, 1434, 1385, 1355, 1294, 1238, 

1133, 1089, 1066, 1046 and 1019 cm-1; HR MS (ESI+): počítáno pro C14H16ClN5O3 m/z = 338,1014 

[M+H]+; nalezeno m/z = 338.1004 [M+H]+. 

 

5-chlor-6-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P1c) 

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (600 mg; 3,02 mmol) rozpuštěný v THF (50 ml) byl 

zchlazen v lázni NaCl/led. K připravenému roztoku byl pomalu přidán ochlazený roztok 1-aza-18-

crown-6 (790 mg; 3,00 mmol) rozpuštěného v THF (15 ml) a směs byla míchána po dobu 5 min. 

Poté byl do reakční směsi přisypán jemně rozemletý bezvodý K2CO3 (542 mg; 3,92 mmol) v 

jednom přídavku a vzniklá suspenze byla míchána další 2 h při laboratorní teplotě. THF byl 

odpařen, do baňky byl přidán chloroform (50 ml) a jedna kapka kyseliny chlorovodíkové. A 

produkt byl třikrát vytřepán s nasyceným vodným roztokem NaCl (3×50 ml). Organická vrstva 

byla sbírána a přesušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována a odpařena do sucha na vakuové rotační 

odparce. Produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s mobilní fází diethyl ether/aceton 2:1 

(Rf = 0,28 pro P1c). 

Výtěžek: 1,02 g (79 %) světle žlutý olej; 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 3,61-3,67 

(m, 16 H, crown-H); 3,82 (t, J = 6 Hz, 4 H, crown-H) a 4,10 ppm (t, J = 6 Hz, 4 H, crown-H); 13C 

NMR (125 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 51,9; 69,2; 70,52; 70,56; 70,65; 70,73; 112,9; 113,1; 117,9; 

129,0; 135,6 a 152,0 ppm; IČ (ATR): v = 2868, 2228 (CN), 1549, 1441, 1384, 1350, 1299, 1233, 

1118, 1045, 987 a 944 cm-1; HR MS (ESI+): počítáno pro C18H24ClN5O5 m/z = 426,1539 [M+H]+; 

nalezeno m/z = 426,1543 [M+H]+
. 

 

5-butoxy-6-(1,4,7-trioxa-10-azacyklododekan-10-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P2a) 

Výchozí látka P1a (900 mg; 2,66 mmol) byla rozpouštěna v butanolu (110 ml) v 

ultrazvukové lázni 10 min při laboratorní teplotě. Pak bylo do roztoku přikapáno DBU (446 mg; 

2,93 mmol) a směs byla míchána při laboratorní teplotě další 1 h. Ke směsi byl přilit ethylacetát 
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(70 ml) a kapka kyseliny chlorovodíkové a produkt byl třikrát vytřepán s nasyceným vodným 

roztokem NaCl (3×50 ml). Organická vrstva byla sbírána, vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována 

a odpařena do sucha na vakuové rotační odparce. Produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií 

s mobilní fází toluen/THF 10:1 (Rf = 0,25 pro P2a). Po vymytí nečistot byla mobilní fáze urychlena 

na toluen/THF 5:1 (Rf = 0,67 pro P2a). Čištěný produkt byl dále rekrystalizován z ethanolu a 

jemný precipitát produktu byl posbírán filtrací. 

Výtěžek: 939 mg (94 %) žlutá pevná látka, t.t. 89,7-90,6 ℃; 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 25 

°C): δ = 0,98 (t, J = 7 Hz, 3 H, CH3); 1,45 (sext, J = 7 Hz, 2 H, CH2CH3); 1,77 (p, J = 7 Hz, 2 H, 

CH2CH2CH3); 3,65 (s, 8 H, crown-H); 3,86 (t, J = 5 Hz, 4 H, crown-H); 3,99 (br s, 4 H, crown-H) a 

4,36 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (125 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 13,7; 19,3; 

30,3; 52,1; 68,7; 70,3; 71,4; 114,2; 114,6; 116,4; 124,4; 146,8 a 149,5 ppm; IČ (ATR): v = 2962, 

2921, 2877, 2856, 2225 (CN), 1552, 1526, 1510, 1463, 1432, 1377, 1334, 1289, 1272, 1248, 1180, 

1154, 1130, 1095, 1065,1021,983 a 954 cm-1; HR MS (ESI+): počítáno pro C18H25N5O4 m/z = 

376,1979 [M+H]+; nalezeno m/z = 376,1981 [M+H]+
. 

 

5-butoxy-6-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P2c) 

Výchozí látka P1c (700 mg; 1,64 mmol) byla rozpouštěna v butanolu (24 ml) 

v ultrazvukové lázni 5 min při laboratorní teplotě. Pak bylo do roztoku přikapáno DBU (270 mg; 

1,77 mmol) a směs byla míchána při laboratorní teplotě dalších 10 min. K připravené směsi byl 

přilit ethylacetát (60 ml) a kapka kyseliny chlorovodíkové a produkt byl třikrát vytřepán s 

nasyceným vodným roztokem NaCl (3×50 ml). Organická vrstva byla sbírána, vysušena 

bezvodým Na2SO4, zfiltrována a odpařena do sucha na vakuové rotační odparce. Produkt byl 

přečištěn sloupcovou chromatografií s mobilní fází toluen/THF 3:1 (Rf = 0,16 pro P2c). 

Výtěžek: 670 mg (88 %) bezbarvý olej; 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 0,98 (t, J = 7 

Hz, 3H, CH3); 1,45 (sext, J = 7 Hz, 2H, CH2CH3); 1,77 (p, J = 7 Hz, 2 H, CH2CH2CH3); 3,64 (s, 8 H, 

crown-H); 3,67 (s, 8 H, crown-H); 3,74 (t, J = 5 Hz, 4 H, crown-H); 4,02 (br s, 4 H, crown-H) a 4,36 

ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (125 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 13,7; 19,3; 30,4; 

51,9; 68,7; 70,49; 70,53; 70,54; 70,79; 114,2; 114,6; 116,2; 124,6; 146,5 a 149,3 ppm; IČ (ATR): 

v = 2870, 2226 (CN), 1553, 1525, 1512, 1427, 1350, 1289, 1223, 1119 a 948 cm-1; HR MS (ESI+): 

počítáno pro C22H33N5O6 m/z = 464,2504 [M+H]+; nalezeno m/z = 464,2511 [M+H]+
.  
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5-butoxy-6-(1,4,7,10,13,16-hexaoxa-19-azacyklohenikosan-19-yl)pyrazin-2,3-dicarbonitril 

(P2d) 

Emulze NaOH 1M vodného roztoku (4,80 g; 4,62 mmol) v butanolu (10 ml) byla 

přikapána ke směsi 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (513 mg; 2,58 mmol) rozpuštěného v 

butanolu (120 ml), který byl zchlazen v lázni NaCl/led. Směs byla poté míchána při laboratorní 

teplotě 1 h a průběh reakce byl monitorován pomocí TLC (chloroform/toluene 6:7, Rf = 0,60). Po 

ukončení reakce byl k reakční směsi přidán ethylacetát (100 ml) a směs byla třikrát vytřepána 

s vodou (3×80 ml). Organická vrstva byla sbírána, vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována a 

odpařena do sucha na vakuové rotační odparce. Surový meziprodukt P3 (641 mg) byl rozpuštěn 

v THF (20 ml) a roztok byl pomalu přidán k suspenzi K2CO3 (257 mg; 1,86 mmol) a 1-aza-21-

crown-7 (520 mg; 1,69 mmol) rozpuštěného v THF (25 ml). Reakční směs byla pak míchána při 

laboratorní teplotě další hodinu. Reakce byla opět monitorována pomocí TLC 

(ethylacetát/MeOH 5:1, Rf = 0,65 pro P2d). Po ukončení reakce bylo THF odpařeno na vakuové 

rotační odparce. Poté byl do baňky přidán chloroform (50 ml) a kapka kyseliny chlorovodíkové a 

produkt byl třikrát vytřepán s vodou (3×50 ml). Po oddělení vodné a organické fáze byla sbírána 

organická vrstva, která byla následně vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována a odpařena do 

sucha za sníženého tlaku. Produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií s mobilní fází 

diethylether/aceton 2:1 (Rf = 0,40 pro P2d). 

Výtěžek: 309 mg (24 %) světle oranžový olej; 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 0,97 

(t, J = 7 Hz, 3 H, CH3); 1,44 (sext, J = 7 Hz, 2 H, CH2CH3); 1,76 (p, J = 7 Hz, 2 H, CH2CH2CH3); 3,58-

3,69 (m, 20 H, crown-H); 3,72 (t, J = 5 Hz, 4 H, crown-H); 4,02 (br s, 4 H, crown-H) a 4,36 (t, J = 7 

Hz, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (125 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 13,7; 19,3; 30,4; 51,9; 68,7; 

70,49; 70,54; 70,60; 70,74; 70,95; 114,3; 114,6; 116,0; 124,6; 146,4 a 149,2 ppm; IČ (ATR): v = 

2944, 2869, 2225 (CN), 1555, 1513, 1427, 1350, 1289, 1253, 1222, 1118, 994 a 943 cm-1; HR MS 

(ESI+): počítáno pro C24H37N5O7 m/z = 508,2766 [M+H]+; nalezeno m/z = 508,2770 [M+H]+
. 

 

1-benzyl-1-aza-21-crown-7 

Syntéza byla provedena podle publikovaného postupu uvedeného v literatuře[149] se 

změnami, které jsou popsány níže. 2,2'-(benzylazandiyl)bis(ethan-1-ol) (759 mg; 3,89 mmol) byl 

rozpuštěn v bezvodém THF (40 ml) ve dvojhrdlé baňce pod ochrannou atmosférou (argon). 

K reakční směsi byl poté injekcí pomalu přidán roztok 1M terc-butanolátu draselného (8,03 g; 

71,56 mmol) rozpuštěného v bezvodém THF. Pentaethylenglykol-di(p-toluensulfonát) (2,12 g; 

3,89 mmol) byl rozpuštěn v bezvodém THF (20 ml) a přidán po kapkách k reakční směsi. Směs 
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byla míchána 2,5 h při 40 °C. Okamžité zreagování výchozích látek bylo indikováno pomocí TLC 

(ethylacetát/MeOH 5:1, Rf = 0,29 pro 1-benzyl-1-aza-21-crown-7). Po ukončení reakce bylo THF 

odpařeno za sníženého tlaku. Produkt byl následně rozpuštěn v ethylacetátu (50 ml) a 

extrahován 5 % kyselinou chlorovodíkovou (v/v) (3×50 ml). Vodná vrstva byla sbírána a 

zneutralizována NaOH 1M vodným roztokem a produkt byl třikrát extrahován ethylacetátem 

(3×80 ml). Tentokrát byla sbírána organická vrstva obsahující produkt, a poté byl ethylacetát 

odpařen na vaukové rotační odparce. Surový produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií 

s mobilní fází ethylacetát/MeOH/triethylamin 15:1:0,1. Po vymytí nečistot byla mobilní fáze 

urychlena na ethylacetát/MeOH/triethylamin 15:3:1. 

Výtěžek: 792 mg (51 %) bezbarvý olej. 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 2,74-2,93 (m, 

4H, CH2); 3,59-3,72 (m, 26 H, CH2) a 7,22-7,41 ppm (m, 5 H, Bn-H); MS (APCI): m/z = 398,7 [M+H]+. 

Ostatní analytická data korespondovala s daty publikovanými v literatuře.[149] 

 

1-aza-21-crown-7 

Odstranění chránící benzylové skupiny bylo provedeno dle v literatuře publikovaného 

postupu[150] se změnami, které jsou uvedeny níže. Směs 10 % Pd/C (40 mg) v MeOH (3 ml) byla 

saturována vodíkem za stálého míchání při laboratorní teplotě po dobu 1 h. 1-benzyl-1-aza-21-

crown-7 (792 mg; 1,99 mmol) byl rozpuštěn v roztoku 0,5 % kyseliny octové v MeOH (v/v) (20 

ml) a následně přidán po kapkách do reakční směsi. Reakční směs pak byla míchána a 

probublávána vodíkem dalších 12 h. Průběh reakce byl monitorován pomocí TLC 

(ethylacetát/MeOH 5:1, Rf = 0,16 pro 1-aza-21-crown-7). Po ukonční reakce byl katalyzátor 

odstraněn ze směsi filtrací a třikrát promyt na filtru MeOH (3×20 ml). Filtrát byl sbírán a odpařen 

do sucha za sníženého tlaku a produkt byl pak rozpuštěn v ethylacetátu (30 ml) a extrahován 5 

% kyselinou chlorovodíkovou (v/v) (3×20 ml). Vodná vrstva byla sbírána a zneutralizována NaOH 

1M vodným roztokem a produkt byl následně třikrát extrahován ethylacetátem (3×50 ml). 

Organická vrstva obsahující produkt byla sbírána, vysušena bezvodým Na2SO4, zfiltrována, a poté 

byl ethylacetát odpařen na vakuové rotační odparce. Surový produkt byl čištěn sloupcovou 

chromatografií s mobilní fází ethylacetát/MeOH/triethylamin 10:1:0,1. Po vymytí nečistot byla 

mobilní fáze urychlena na ethylacetát/MeOH/triethylamin 5:1:0,5. Produkt byl uchováván 

v lednici pod ochrannou atmosférou (argon). 

Výtěžek: 571 mg (93 %) bledě žlutý olej. 1H NMR (300 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 3,02 (t, J = 

5 Hz, 4 H, CH2); 3,58-3,68 (m, 20 H, CH2); 3,71 (t, J = 5 Hz, 4 H, CH2) a 5,85 ppm (br s, 1 H, NH); 
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13C NMR (75 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 48,3; 67,9; 70,41; 70,44 a 70,57 ppm. Ostatní analytická data 

odpovídala s daty publikovanými v literatuře.[150] 

 

Obecný postup přípravy bezkovových AzaPc 1a2H, 1c2H a 1d2H 

Hořčíkové piliny (28 ekv.) s malým krystalem jódu byly suspendovány v čerstvě 

destilovaném bezvodém n-butanolu. Suspenze byla zahřívána při teplotě varu rozpouštědla 3 h, 

dokud se nevytvořil butanolát hořečnatý. Poté byl příslušný prekurzor P2a, P2c nebo P2d 

(prekurzor A, 1 ekv.) a prekurzor P4 (prekurzor B, 3 ekv.) rozpuštěn každý zvlášť v čerstvě 

destilovaném bezvodém n-butanolu, a každý rychle přidán v jednom přídavku do reakční směsi 

(Schéma 2). Směs byla zahřívána při teplotě varu rozpouštědla několik hodin (množství 

výchozích látek a reakční časy jsou uvedeny pro každou sloučeninu níže). Roztok byl ochlazen a 

butanol částečně odpařen za sníženého tlaku. K produktu byla přilita směs voda/MeOH/kyselina 

octová 10:5:1 (v/v) a reakční směs byla míchána dalších 45 min při laboratorní teplotě do 

rozpuštění butanolátu hořečnatého v reakční směsi. Tmavě zelená pevná látka byla posbírána 

filtrací a na filtru několikrát promyta vodou, pak byla vysušena na vzduchu. Produkt byl 

rozpuštěn v THF a byla přidána kyselina p-toluensulfonová (10 ekv.), roztok byl míchán 2 h při 

laboratorní teplotě chráněný před průnikem světla hliníkovou fólií. Roztok byl poté zahuštěn 

částečným odpařením THF za sníženého tlaku a naředěn vodou. Vzniklý precipitát byl sbírán 

filtrací a na filtru ještě několikrát důkladně promyt vodou. Nesymetrický AzaPc kongener (typ 

ABBB) byl izolován a čištěn několika opakovanými chromatografickými sloupci. Po vymytí 

symetrického kongeneru (typ BBBB) byla mobilní fáze urychlena na mobilní fázi s vyšším Rf 

produktu. Mobilní fáze a počet opakování sloupcových chromatografií jsou uvedeny pro každou 

sloučeninu níže. Bezkovový AzaPc 1a2H, 1c2H nebo 1d2H byl „vyškrábán“ do MeOH (1a2H, 

1c2H) nebo hexanu (1d2H), precipitát byl posbírán filtrací a na filtru promyt MeOH nebo 

hexanem a poté důkladně vysušen za sníženého tlaku. 

 

Schéma 2 Příprava cílových AzaPc senzorů: (i) Mg(BuO)2, butanol při teplotě varu rozpouštědla; 

(ii) kyselina p-toluensulfonová, THF, laboratorní teplota; (iii) Zn(CH3COO)2, pyridin, teplota varu 

rozpouštědla.  
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Sloučenina 1a2H 

Výchozí množství: Mg (1,09 g; 44,75 mmol), P2a (600 mg; 1,60 mmol), P4 (1,47 g; 4,80 

mmol), čas reakce 6 h; kyselina p-toluensulfonová (3,00 g; 15,77 mmol); mobilní fáze: 

toluen/THF 50:1, mobilní fáze byla změněna na toluen/THF 10:1 (Rf = 0,64) (čištěno dvakrát); 

výtěžek: 305 mg (15 %) tmavě zelená pevná látka; 1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ 

= 1,25-1,38 (m, 5H, OCH2CH2CH2CH3); 1,81-1,91 (m, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 2,16 (s, 18 H, CCH3); 

2,22 (s, 18 H, CCH3); 2,25 (s, 18 H, CCH3); 3,75-3,90 (m, 8 H, crown-H); 4,33-4,42 (m, 4 H, crown-

H); 4,47-4,56 (m, 4 H, crown-H) a 5,15 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 14,2; 19,8; 29,8; 30,7; 30,87; 30,95; 31,0; 51,19; 51,24; 51,28; 51,80; 

51,85; 53,3; 68,0; 70,4; 71,4; 133,8; 139,5; 139,6; 144,0; 144,4; 144,8; 145,2; 149,0; 152,3; 

157,19; 157,21; 157,9; 158,3; 159,95 a 160,05 ppm; IČ (ATR): v = 3304, 2957, 2929, 2862, 1509, 

1477, 1362, 1281, 1234, 1139, 1102, 1076 a 969 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 671 (85 710), 

649 (79 960), 532 (35 020), 470 (43 370) a 364 nm (125 370 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) 

= 671 (112 470), 648 (97 450), 619 sh, 593 sh, 521 sh, 476 (46 680) a 366 nm (127 690 mol-

1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro C60H81N17O4S6 m/z = 1296,5060 [M+H]+; nalezeno m/z = 

1296,5062 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1295,4 [M]+; 2590,7 [2M]+. 

 

Sloučenina 1c2H 

Výchozí množství: Mg (735 mg; 30,23 mmol), P2c (500 mg; 1,08 mmol), P4 (992 mg; 3,24 

mmol), čas reakce 5 h; kyselina p-toluensulfonová (543 mg; 2,85 mmol); mobilní fáze: 

toluen/THF 30:1, mobilní fáze byla změněna na chloroform/THF 30:1 (Rf = 0,07) (čištěno 

dvakrát); výtěžek: 130 mg (9 %) tmavě zelená pevná látka; 1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 

25 °C): δ = -2,86 (br s, 2 H, NH); 1,32 (t, J = 7 Hz, 3 H, OCH2CH2CH2CH3); 1,82-1,97 (m, 4 H, 

OCH2CH2CH2CH3); 2,17 (s, 18 H, CCH3); 2,23 (s, 18 H, CCH3); 2,26 (s, 18 H, CCH3); 3,83-3,93 (m, 16 

H, crown-H); 4,27-4,35 (m, 4 H, crown-H); 4,50-4,60 (m, 4 H, crown-H) a 5,18 (t, J = 7 Hz, 2 H, 

OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 14,3; 19,9; 30,7; 30,9; 31,0; 

31,2; 51,23; 51,27; 51,84; 52,7; 68,1; 70,1; 71,0; 71,1; 133,8; 139,6; 140,5; 144,5; 144,7; 144,8; 

145,1; 152,2; 157,16; 157,22; 157,9; 158,3; 160,0 a 160,10 ppm; IČ (ATR): v = 2961, 2864, 1519, 

1478, 1425, 1362, 1313, 1279, 1247, 1138, 1076, 1025 a 967 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 670 

(54 810), 650 (52 910), 618 sh, 597 sh, 531 (20 830), 476 (27 220) a 362 nm (83 110 mol-1dm3cm-

1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 672 (74 010), 649 (67 060), 619 sh, 596 sh, 522 sh, 473 (28 980) a 365 

nm (91 880 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro C64H89N17O6S6 m/z = 1384,5584 [M+H]+; 
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nalezeno m/z = 1384,5582 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1383,4 [M]+; 1406,4 [M+Na]+; 2766,8 

[2M]+; 2789,8 [2M+Na]+. 

 

Sloučenina 1d2H 

Výchozí množství: Mg (186 mg; 7,65 mmol), P2d (139 mg; 0,27 mmol), P4 (252 mg; 0,82 

mmol), čas reakce 5 h; kyselina p-toluensulfonová (432 mg; 2,27 mmol); mobilní fáze: 

chloroform/toluen/THF 5:10:1, mobilní fáze byla změněna na chloroform/THF 5:1 (Rf = 0,37) 

(čištěno dvakrát); výtěžek: 39 mg (10 %) tmavě zelená pevná látka; 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = -2,54 (br s, 2 H, NH); 1,24-1,39 (m, 3 H, OCH2CH2CH2CH3); 1,80-1,93 

(m, 4 H, OCH2CH2CH2CH3); 2,16 (s, 9 H, CCH3); 2,18 (s, 9 H, CCH3); 2,23 (s, 18 H, CCH3); 2,25 (s, 18 

H, CCH3); 3,76-3,95 (m, 20 H, crown-H); 4,22-4,38 (m, 4 H, crown-H); 4,42-4,63 (m, 4 H, crown-

H, překryto signálem vody) a 5,18 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 14,3; 19,9; 30,65; 30,85; 30,93; 31,1; 51,2; 51,9; 52,7; 68,2; 70,74; 

70,82; 70,99; 71,1; 71,3; 127,8; 133,8; 139,7; 140,7; 143,0; 143,4; 143,79; 143,81; 144,27; 

144,31; 144,7; 144,8; 145,0; 145,3; 152,2; 157,3; 158,1; 158,5; 160,1 a 160,2 ppm; IČ (ATR): v = 

3306, 2957, 2868, 2580, 1726, 1639, 1513, 1477, 1362, 1280, 1248, 1139, 1077, 1028 a 969 cm-

1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 672 (42 520), 649 (41 690), 622 sh, 591 sh, 539 sh, 470 (19 560) a 

363 nm (58 690 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 672 (54 720), 650 (48 300), 620 sh, 595 

sh, 522 sh, 473 (22 720) a 366 nm (63 200 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro 

C66H93N17O7S6 m/z = 1428,5846 [M+H]+; nalezeno m/z = 1428,5830 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): 

m/z = 1427,5 [M]+; 1450,5 [M+Na]+; 1466,5 [M+K]+. 

 

Obecný postup přípravy hořečnatých AzaPc 1aMg, 1cMg a 1dMg 

Bezkovový AzaPc 1a2H, 1c2H nebo 1d2H (1 ekv.) byl rozpuštěn v pyridinu, a poté byl 

k němu přidán bezvodý octan hořečnatý (1 ekv.). Reakce (Schéma 2) byla zahřívána při teplotě 

varu rozpouštědla 1,5 h. Po ukončení reakce byla směs zchlazena a naředěna vodou. Vzniklý 

precipitát byl sbírán filtrací a několikrát promyt na filtru vodou a poté směsí voda/MeOH 1:1 

(v/v). Produkt byl přečištěn sloupcovou chromatografií (mobilní fáze pro každou sloučeninu jsou 

uvedeny níže). Pro zajištění vysoké čistoty byl produkt ještě „vyškrábán“ do MeOH (1aMg, 

1bMg) nebo hexanu (1dMg), posbírán filtrací a důkladně vysušen za sníženého tlaku.  
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Sloučenina 1aMg  

Výchozí množství: 1a2H (40 mg; 0,031 mmol), Mg(CH3COO)2 (4,4 mg; 0,031 mmol); 

mobilní fáze: toluen/THF 10:1 (Rf = 0,07), mobilní fáze byla změněna na toluen/THF 2:1; výtěžek: 

31 mg (76 %) zelená pevná látka; 1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 1,24 (t, J = 7 

Hz, 3H, OCH2CH2CH2CH3); 1,71-1,88 (m, 4H, OCH2CH2CH2CH3); 2,20 (s, 9 H, CCH3); 2,21 (s, 9 H, 

CCH3); 2,24 (s, 36 H, CCH3); 3,79-3,90 (m, 8 H, crown-H); 4,41-4,51 (m, 8 H, crown-H) a 5,13 ppm 

(t, J = 6 Hz, 2H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 14,1; 19,8; 30,9; 

31,0; 31,1; 51,2; 51,31; 51,33; 53,2; 67,7; 70,3; 71,6; 71,7; 78,0; 138,5; 144,5; 144,7; 144,8; 

144,9; 145,0; 145,3; 148,7; 150,1; 150,3; 150,4; 151,0; 151,2; 152,2; 152,4; 157,3; 157,5; 157,8; 

157,9; 158,4 a 158,8 ppm; IČ (ATR): v = 2958, 2901, 1573, 1521, 1461, 1362, 1251, 1144, 1093 a 

975 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 656 (196 720), 598 (35 470) a 375 nm (158 870 mol-1dm3cm-

1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 655 (223 760), 596 (39 430), 462 sh a 382 nm (178 740 mol-1dm3cm-

1); HR MS (ESI+): počítáno pro C60H79MgN17O4S6 m/z = 1318,4754 [M+H]+; nalezeno m/z = 

1318,4740 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1317,4 [M]+; 1340,4 [M+Na]+; 1356,4 [M+K]+. 

 

Sloučenina 1cMg  

Výchozí množství: 1c2H (13,4 mg; 0,0097 mmol), Mg(CH3COO)2 (1,4 mg; 0,0097 mmol); 

mobilní fáze: chloroform/THF 6:1 (Rf = 0,03), mobilní fáze byla změněna na chloroform/THF 4:1 

(Rf = 0,06); výtěžek: 12,8 mg (94 %) zelená pevná látka; 1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 

°C): δ =  1,21-1,28 (m, 3 H, OCH2CH2CH2CH3); 1,72-1,90 (m, 4 H, OCH2CH2CH2CH3); 2,21 (s, 9 H, 

CCH3); 2,22 (s, 9 H, CCH3); 2,24 (s, 36 H, CCH3); 3,80-3,88 (m, 16 H, crown-H); 4,30-4,40 (m, 4 H, 

crown-H); 4,50-4,59 (m, 4 H, crown-H) a 5,18 (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 

MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 13,8; 19,4; 29,4; 30,4; 30,57; 30,65; 30,74; 50,8; 52,0; 67,4; 

70,40; 70,43; 70,47; 70,60; 70,69; 138,0; 144,26; 144,30; 144,32; 144,44; 144,6; 144,8; 145,0; 

149,86; 149,92; 149,94; 150,5; 150,8; 151,5; 151,8; 152,0; 156,9; 157,0; 157,4; 157,9 a 158,3 

ppm; IČ (ATR): v = 2922, 2861, 1521, 1458, 1362, 1310, 1252, 1142, 1043, 974 a 848 cm-1; UV/Vis 

(MeCN): λmax (ε) = 655 (171 920), 597 (31 170), 458 sh a 375 nm (138 660 mol-1dm3cm-1); UV/Vis 

(THF): λmax (ε) = 655 (213 050), 597 (38 530), 462 sh a 382 nm (169 250 mol-1dm3cm-1); HR MS 

(ESI+): počítáno pro C64H87MgN17O6S6 m/z = 1406,5278 [M+H]+; nalezeno m/z = 1406,5271 

[M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1405,4 [M]+; 1428,4 [M+Na]+; 1444,3 [M+K]+; 2810,7 [2M]+; 

2833,7 [2M+Na]+; 2849,7 [2M+K]+.  
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Sloučenina 1dMg  

Výchozí množství: 1d2H (9,4 mg; 0,007 mmol), Mg(CH3COO)2 (0,9 mg; 0,007 mmol); 

mobilní fáze: chloroform/THF 4:1 (Rf = 0,07); výtěžek: 6,7 mg (70 %) zelená pevná látka; 1H NMR 

(300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 1,22-1,30 (m, 3 H, OCH2CH2CH2CH3); 1,71-1,90 (m, 4 H, 

OCH2CH2CH2CH3); 2,21-2,29 (br s, 54 H, CCH3); 3,59-3,94 (m, 20 H, crown-H); 4,07-4,44 (m, 4 H, 

crown-H, překryto signálem vody); 4,52-4,67 (m, 4 H, crown-H) a 5,20 (t, J = 7 Hz, 2 H, 

OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 14,2; 19,9; 29,9; 30,1; 30,9; 

31,0; 31,1; 31,2; 51,25; 51,31; 52,5; 70,8; 70,9; 71,01; 71,05; 71,26; 71,37; 144,78; 144,82; 

144,90; 145,0; 145,3; 151,8; 152,5; 156,8; 157,8; 158,3 a 158,8 ppm; IČ (ATR): v = 2960, 2922, 

1718, 1522, 1508, 1473, 1458, 1363, 1251, 1143, 1043, 974 a 848 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) 

= 657 (104 060), 602 (20 570) a 374 nm (95 960 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 656 (107 

510), 599 (20 560) a 380 nm (100 180 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro C66H91MgN17O7S6 

m/z = 1450,5535 [M+H]+; nalezeno m/z = 1450,5509 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1449,5 

[M]+; 1472,5 [M+Na]+; 1488,4 [M+K]+. 

 

Obecný postup přípravy zinečnatých AzaPc 1aZn, 1cZn a 1dZn 

Bezkovový AzaPc 1a2H, 1c2H nebo 1d2H (1 ekv.) byl rozpuštěn v pyridinu, pak byl do 

reakční směsi přidán bezvodý octan zinečnatý (3 ekv.) a reakce (Schéma 2) byla zahřívána při 

teplotě varu rozpouštědla 1 h. Reakční směs byla poté ochlazena a pyridin částečně odpařen za 

sníženého tlaku. Následně byla směs naředěna vodou. Vzniklý precipitát byl sbírán filtrací a 

několikrát promyt vodou. Produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií (mobilní fáze pro každou 

sloučeninu jsou uvedeny níže). Produkt byl finálně dočištěn „vyškrábáním“ do MeOH (1aZn, 

1bZn) nebo hexanu (1dZn), posbírán filtrací a promyt MeOH nebo hexanem a důkladně vysušen 

za sníženého tlaku. 

 

Sloučenina 1aZn  

Výchozí množství: 1a2H (127 mg; 0,098 mmol), bezvodý Zn(CH3COO)2 (54 mg; 0,294 

mmol); mobilní fáze: toluen/THF 10:1 (Rf = 0,14); výtěžek: 107 mg (80 %) zelená pevná látka; 1H 

NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 1,25 (t, J = 7 Hz, 3H, OCH2CH2CH2CH3); 1,73-1,90 (m, 

4 H, OCH2CH2CH2CH3); 2,23 (s, 9 H, CCH3); 2,25 (s, 45 H, CCH3); 3,78-3,91 (m, 8 H, crown-H); 4,43-

4,56 (m, 8 H, crown-H) a 5,18 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 14,1; 19,8; 29,8; 30,8; 30,9; 31,02; 31,08; 51,3; 51,4; 53,3; 67,8; 70,3; 
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71,7; 138,2; 144,28; 144,35; 144,38; 144,5; 144,6; 144,8; 148,9; 150,5; 150,67; 150,73; 151,3; 

151,5; 152,2; 152,4; 152,7; 157,8; 157,9; 158,13; 158,16; 158,5 a 158,9 ppm; IČ (ATR): v = 2960, 

2916, 2861, 1560, 1522, 1473, 1458, 1362, 1314, 1251, 1141, 1096 a 975 cm-1; UV/Vis (MeCN): 

λmax (ε) = 656 (176 690), 601 (33 570) a 383 nm (161 450 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 

654 (181 050), 597 (33 230), 455 sh, 427 sh a 376 nm (147 120 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): 

počítáno pro C60H79N17O4S6Zn m/z = 1358,4195 [M+H]+; nalezeno m/z = 1358,4183 [M+H]+; MS 

(MALDI-TOF): m/z = 1357,4 [M]+; 2714,7 [2M]+. 

 

Sloučenina 1cZn  

Výchozí množství: 1c2H (53 mg; 0,038 mmol), bezvodý Zn(CH3COO)2 (21 mg; 0,114 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF 20:1 (Rf = 0,16) čištěno jednou a poté přečištěno s mobilní 

fází chloroform/THF 10:3 (Rf = 0,48); výtěžek: 31 mg (56 %) zelená pevná látka; 1H NMR (300 

MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 1,28 (t, J = 7 Hz, 3 H, OCH2CH2CH2CH3); 1,78-1,94 (m, 4 H, 

OCH2CH2CH2CH3); 2,27 (s, 54 H, CCH3); 3,80-3,94 (m, 16 H, crown-H); 4,31-4,46 (m, 4 H, crown-

H); 4,51-4,66 (m, 4 H, crown-H) a 5,22 ppm (t, J = 7 Hz, 2 H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 14,2; 19,9; 30,9; 31,02; 31,09; 31,21; 51,38; 51,43; 70,94; 70,99; 

71,1; 144,35; 144,42; 144,56; 144,69; 144,92; 150,76; 150,83; 151,3; 151,6; 152,1; 152,5; 152,8; 

157,84; 157,94; 158,21; 158,24; 158,64 a 159,0 ppm; IČ (ATR): v = 2955, 2910, 1559, 1521, 1472, 

1362, 1311, 1251, 1232, 1141, 1094, 1046 and 975 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 655 (158 400), 

597 (28 400), 446 sh a 382 nm (135 830 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 645 (165 390), 

597 (31 570), 450 sh, 425 sh a 376 nm (136 000 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro 

C64H87N17O6S6Zn m/z = 1446,4719 [M+H]+; nalezeno m/z = 1446,4697 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): 

m/z = 1445,5 [M]+; 1468,5 [M+Na]+; 1484,5 [M+K]+. 

 

Sloučenina 1dZn  

Výchozí množství: 1d2H (30 mg; 0,021 mmol), bezvodý Zn(CH3COO)2 (12 mg; 0,063 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF 4:1 (Rf = 0,45); výtěžek: 24 mg (77 %) zelená pevná látka; 

1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 1,24-1,32 (m, 3 H, OCH2CH2CH2CH3); 1,75-1,91 

(m, 4 H, OCH2CH2CH2CH3); 2,19-2,33 (br s, 54 H, CCH3); 3,82-3,90 (m, 20 H, crown-H); 4,31-4,38 

(m, 4 H, crown-H, překryto signálem vody); 4,56-4,64 (m, 4 H, crown-H) a 5,16-5,27 ppm (m, 2 

H, OCH2CH2CH2CH3); 13C NMR (75 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 13,8; 19,5; 30,4; 30,56; 

30,63; 30,76; 50,9; 51,0; 52,1; 67,4; 70,39; 70,45; 70,59; 70,64; 70,85; 70,94; 143,89; 143,95; 
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144,11; 144,18; 144,22; 144,5; 150,28; 150,36; 150,9; 151,2; 151,5; 152,1; 152,3; 157,4; 157,5; 

157,74; 157,77; 158,2 a 158,6 ppm; IČ (ATR): v = 2957, 2865, 2586, 1725, 1640, 1572, 1526, 

1475, 1362, 1251, 1143, 1046, 975 a 848 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 656 (138 670), 601 (28 

490), 461 sh a 382 nm (131 670 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 654 (146 490), 598 (29 

780) a 375 nm (125 750 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro C66H91N17O7S6Zn m/z = 

1490,4981 [M+H]+; nalezeno m/z = 1490,5009 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1489,4 [M]+; 

1512,4 [M+Na]+; 1528,4 [M+K]+. 

 

6.2 Látky připravené v rámci projektu [P2] 

 

 

Schéma 3 Příprava prekurzorů a cílových AzaPc senzorů s uspořádáním rozpoznávací části typu 

„tweezer“: (i) bezvodý K2CO3, THF, teplota varu rozpouštědla; (ii) Mg(BuO)2, butanol, teplota 

varu rozpouštědla; (iii) kyselina p-toluensulfonová, THF, laboratorní teplota; (iv) Zn(CH3COO)2, 

pyridin, teplota varu rozpouštědla. 

 

Obecný postup přípravy prekurzorů P5a-c 

Příslušný aza-crown byl přidán k suspenzi jemně rozemletého bezvodého K2CO3 v THF. 

Poté byl pomalu přidán 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril a směs byla zahřívána při teplotě 

varu rozpouštědla 3-4 h (Schéma 3). THF bylo po ukončení reakce odpařeno za sníženého tlaku 

a k produktu byl přidán chloroform s kapkou kyseliny chlorovodíkové a produkt byl třikrát 

vytřepán s nasyceným vodným roztokem NaCl. Organická vrstva byla oddělena a sbírána, 

zfiltrována a odpařena do sucha na vakuové rotační odparce. Surový produkt byl čištěn 
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sloupcovou chromatografií (mobilní fáze pro každý prekurzor jsou uvedeny níže). Produkt P5a, 

P5b nebo P5c byl pak důkladně vysušen za sníženého tlaku. 

 

5,6-di(1,4,7-trioxa-10-azacyklododekan-10-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P5a)  

Výchozí množství: 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (318 mg; 1,60 mmol), 1-aza-12-

crown-4 (1,0 g; 5,74 mmol), bezvodý K2CO3 (1,1 g; 7,97 mmol); reakční čas 3 h; mobilní fáze: 

chloroform/aceton 5:1 (Rf = 0,20), produkt byl promyt hexanem; výtěžek: 631 mg (83 %) světle 

žlutá pevná látka; t.t. 137,4-138,0 °C; 1H NMR (500 MHz, aceton-d6, 25 °C): δ = 3,54-3,59 (m, 16 

H; crown-H) a 3,73-3,81 ppm (m, 16 H; crown-H); 13C NMR (125 MHz, aceton-d6, 25 °C): δ = 49,9; 

70,1; 70,6; 71,9; 116,0; 119,8 a 147,4 ppm; IČ (ATR): v = 2961, 2908, 2869, 2229 (CN), 2176, 

1931, 1701, 1654, 1518, 1485, 1448, 1420, 1389, 1378, 1359, 1344, 1297, 1273, 1255, 1240, 

1219, 1155, 1131, 1116, 1107, 1096, 1058, 1039, 1007 a 970 cm-1; elementární analýza (%): 

počítáno pro C22H32N6O6: C 55,45; H 6,77; N 17,64; nalezeno: C 55,32; H 6,80; N 17,50. 

 

5,6-di(1,4,7,10-tetraoxa-13-azacyklopentadekan-13-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P5b) 

Výchozí množství: 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (500 mg; 2,51 mmol), 1-aza-15-

crown-5 (1,16 g; 5,29 mmol), bezvodý K2CO3 (1,73 g; 12,56 mmol); reakční čas 4 h; mobilní fáze: 

chloroform/aceton 5:1 (Rf = 0,09), produkt byl promyt hexanem; výtěžek: 785 mg (55 %) světle 

žlutá pevná látka; t.t. 107,7-108,6 °C; 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 3,58 (s, 16 H; crown-

H); 3,63 (s, 8 H; crown-H) a 3,64-3,71 ppm (m, 16 H; crown-H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3, 25 °C): 

δ = 50,0; 69,1; 70,1; 70,3; 71,1; 115,0; 119,8 a 146,5 ppm; IČ (ATR): v = 2871, 2225 (CN), 1735, 

1538, 1517, 1492, 1438, 1410, 1347, 1291, 1267, 1245, 1218, 1179, 1115, 1097, 1081, 1065, 

1040, 1017 a 990 cm-1; elementární analýza (%): počítáno pro C26H40N6O8: C 55,31; H 7,14; N 

14,88; nalezeno: C 55,65; H 7,61; N 14,95. 

 

5,6-di(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P5c) 

Výchozí množství: 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (410 mg; 2,06 mmol), 1-aza-18-

crown-6 (1,63 g; 6,19 mmol), bezvodý K2CO3 (1,42 g; 10,31 mmol); reakční čas 3 h; mobilní fáze: 

chloroform/MeOH 15:1 (Rf = 0,25); výtěžek: 1,10 g (82 %) světle žlutý olej; 1H NMR (500 MHz, 

aceton-d6, 25 °C): δ = 3,51 (s, 16 H; crown-H), 3,56-3,63 (m, 16 H; crown-H); 3,67 (t, J = 5 Hz, 8 

H; crown-H) a 3,83 ppm (t, J = 5 Hz, 8 H; crown-H); 13C NMR (125 MHz, aceton-d6, 25 °C): δ = 
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49,6; 69,5; 70,8; 71,3; 71,4; 71,9; 116,2; 120,0 a 147,9 ppm; IČ (ATR): v = 2864, 2224 (CN), 1948, 

1529, 1517, 1486, 1437, 1350, 1293, 1249, 1220, 1119 a 946 cm-1. 

 

Obecný postup přípravy hořečnatých AzaPc 2a-cMg 

Hořčíkové piliny (28 ekv.) s malým krystalem jódu byly suspendovány v čerstvě 

destilovaném bezvodém n-butanolu. Suspenze byla zahřívána při teplotě varu rozpouštědla 3 h, 

dokud se nevytvořil butanolát hořečnatý. Poté byl příslušný prekurzor P5a, P5b nebo P5c 

(prekurzor A, 1 ekv.) a prekurzor P4 (prekurzor B, 3 ekv.) rozpuštěn každý zvlášť v čerstvě 

destilovaném bezvodém n-butanolu a každý rychle přidán v jednom přídavku do reakční směsi 

(Schéma 3). Směs byla zahřívána při teplotě varu rozpouštědla dalších 5 h. Poté byla reakční 

směs ochlazena a butanol částečně odpařen za sníženého tlaku. K produktu byla přilita směs 

voda/MeOH/kyselina octová 10:3:1 (v/v) a směs byla míchána další 1 h při laboratorní teplotě 

do rozpuštění butanolátu hořečnatého. Tmavě zelená pevná látka byla sbírána filtrací a na filtru 

několikrát promyta vodou, a pak byla vysušena na vzduchu. Nesymetrický AzaPc kongener (typ 

ABBB) byl izolován a čištěn několika opakovanými chromatografickými sloupci. Mobilní fáze a 

počet opakování čištění pro každou sloučeninu jsou uvedeny níže. Hořečnatý AzaPc P5a, P5b 

nebo P5c byl finálně dočištěn „vyškrábáním“ do hexanu, a poté byl důkladně vysušen za 

sníženého tlaku. 

 

Sloučenina 2aMg 

Výchozí množství: Mg (895 mg; 36,82 mmol), P5a (626 mg; 1,31 mmol), P4 (1,21 g; 3,94 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF 5:1 (Rf = 0,22) (čištěno dvakrát); výtěžek: 153 mg (8 %) 

zelená pevná látka; HR MS (ESI+): počítáno pro C64H86MgN18O6S6 m/z = 1419,5231 [M+H]+; 

nalezeno m/z = 1419,5210 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1418,4 [M]+; 1441,4 [M+Na]+.  

 

Sloučenina 2bMg 

Výchozí množství: Mg (880 mg; 36,20 mmol), P5b (730 mg; 1,29 mmol), P4 (1,19 g; 3,88 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF 5:1 (Rf = 0,09), po vymytí symetrického AzaPc kongeneru 

BBBB, byla mobilní fáze změněna na chloroform/THF/MeOH 5:1:1 (čištěno dvakrát); výtěžek: 

198 mg (10 %) zelená pevná látka; HR MS (ESI+): počítáno pro C68H94MgN18O8S6 m/z = 1507,5755 
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[M+H]+; nalezeno m/z = 1507,5775 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1506,6 [M]+; 1529,6 

[M+Na]+; 1545,6 [M+K]+. 

 

Sloučenina 2cMg 

Výchozí množství: Mg (674 mg; 27,73 mmol), P5c (620 mg; 0,99 mmol), P4 (911 mg; 2,97 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF/MeOH 10:2:1 (Rf = 0,14) a poté chloroform/THF 10:2 

mobilní fáze byla změněna po vymytí symetrického AzaPc kongeneru BBBB na 

chloroform/THF/MeOH 5:1:1 (čištěno jednou); výtěžek: 130 mg (8 %) zelená pevná látka; HR MS 

(ESI+): počítáno pro C72H102MgN18O10S6 m/z = 1595,6279 [M+H]+; nalezeno m/z = 1595,6282 

[M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1594,5 [M+H]+; 1617,5 [M+Na]+. 

 

Obecný postup přípravy bezkovových AzaPc 2a-c2H 

AzaPc 2aMg, 2bMg nebo 2cMg byl rozpuštěn v THF a k roztoku byla přidána kyselina p-

toluensulfonová (Schéma 3). Reakce byla míchána 1 h při laboratorní teplotě chráněna před 

průnikem světla hliníkovou fólií. Pak byla reakční směs zakoncentrována částečným odpařením 

rozpouštědla na vakuové rotační odparce a naředěna vodou. Vzniklý precipitát byl posbírán 

filtrací a na filtru několikrát promyt vodou. Surový produkt byl následně přečištěn sloupcovou 

chromatografií. Mobilní fáze pro každou sloučeninu jsou uvedeny níže. Produkt 2a2H, 2b2H 

nebo 2c2H byl na závěr promyt hexanem a důkladně vysušen za sníženého tlaku. 

 

Sloučenina 2a2H  

Výchozí množství: 2aMg (275 mg; 0,19 mmol), p-toluensulfonová kyselina (368 mg; 1,93 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF 5:1 (Rf = 0,30); výtěžek: 58 mg (21 %) tmavě zelená pevná 

látka; 1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = -1,48 (s, 2 H; central NH); 2,25 (s, 18 H; C-

CH3); 2,27 (s, 36 H; C-CH3); 3,72-3,90 (m, 16 H; crown-H); 4,28-4,38 (m, 8 H; crown-H) a 4,38-4,49 

ppm (m, 8 H; crown-H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 30,5; 30,6; 30,8; 50,5; 

51,21; 51,24; 51,8; 70,0; 70,3; 71,5; 138,6; 139,6; 145,0; 145,3; 150,9; 157,8; 158,8 a 160,3 ppm; 

IČ (ATR): v = 3307 (centrální NH), 2953, 2898, 2576, 1519, 1461, 1416, 1362, 1318, 1278, 1246, 

1136, 1076, 1028 a 969 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 670 (64 000), 649 (71 400), 580 (36 600), 

469 (26 800), 424sh a 383 nm (84 200 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 671 (71 900), 651 

(77 100), 577 (35 200), 469 (29 800), 430sh a 367 nm (88 600 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): 
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počítáno pro C64H88N18O6S6 m/z = 1397,5537 [M+H]+; nalezeno m/z = 1397,5557 [M+H]+; MS 

(MALDI-TOF): m/z = 1396,5 [M]+. 

 

Sloučenina 2b2H 

Výchozí množství: 2bMg (150 mg; 0,10 mmol), p-toluensulfonová kyselina (132 mg; 0,69 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF/MeOH 30:4:1 (Rf = 0,52); výtěžek: 99 mg (67 %) tmavě 

zelená pevná látka; 1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = -1,50 (s, 2 H; central NH); 

2,23 (s, 36 H; C-CH3); 2,24 (s, 18 H; C-CH3); 3,71 (s, 8 H; crown-H); 3,73-3,85 (m, 16 H; crown-H); 

4,21 (t, J = 5 Hz, 8 H; crown-H) a 4,41 ppm (t, J = 5 Hz, 8 H; crown-H); 13C NMR (75 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 30,6; 30,8; 31,0; 50,8; 51,32; 51,34; 51,9; 70,2; 70,4; 70,6; 71,2; 

138,9; 139,7; 145,2; 145,6; 150,9; 157,8; 159,1 a 160,4 ppm; IČ (ATR): v = 3306 (central NH), 

2864, 2583, 1967, 1868, 1830, 1844, 1792, 1772, 1749, 1734, 1717, 1698, 1684, 1670, 1653, 

1647, 1636, 1617, 1558, 1541, 1521, 1507, 1497, 1489, 1473, 1458, 1438, 1419, 1362, 1318, 

1285, 1233, 1139, 1025 a 970 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 671 (84 200), 650 (95 000), 578 

(49 700), 467 (35 200), 427sh a 365 nm (113 900 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 672 

(93 000), 652 (102 200), 578 (49 500), 467 (37 800), 424sh a 366 nm (119 700 mol-1dm3cm-1); HR 

MS (ESI+): počítáno pro C68H96N18O8S6 m/z = 1485,6061 [M+H]+; nalezeno m/z = 1485,6062 

[M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1484,6 [M]+; 1507,6 [M+Na]+; 1523,6 [M+K]+. 

 

Sloučenina 2c2H  

Výchozí množství: 2cMg (130 mg; 0,08 mmol), p-toluensulfonová kyselina (152 mg; 0,80 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF/MeOH (Rf = 0,20); výtěžek: 29 mg (23 %) tmavě zelená 

pevná látka; 1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = -1,49 (s, 2 H; centrální NH); 2,22 (s, 

18 H; C-CH3); 2,23 (s, 18 H; C-CH3); 2,24 (s, 18 H; C-CH3); 3,70-3,82 (m, 32 H; crown-H); 4,13 (t, J 

= 5 Hz, 8 H; crown-H) a 4,50 ppm (t, J = 5 Hz, 8 H; crown-H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 

25 °C): δ = 30,6; 30,8; 31,0; 49,8; 51,3; 52,0; 70,2; 70,6; 70,9; 71,0; 71,2; 138,8; 139,6; 145,3; 

145,7; 150,9; 157,8; 159,1 a 160,5 ppm; IČ (ATR): v = 3301 (centrální NH), 2865, 2578, 1954, 

1638, 1521, 1467, 1423, 1362, 1318, 1280, 1248, 1137, 1077, 1027 a 970 cm-1; UV/Vis (MeCN): 

λmax (ε) = 670 (74 600), 650 (85 200), 580 (47 200), 467 (32 000), 424sh a 365 nm (102 400 mol-

1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 670 (92 400), 652 (102 600), 559 (54 300), 466 (39 500), 428sh 

a 367 nm (120 300 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro C72H104N18O10S6 m/z = 1573,6585 
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[M+H]+; nalezeno m/z = 1573,6600 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1572,6 [M]+; 1595,5 

[M+Na]+; 1611,5 [M+K]+. 

 

Obecný postup přípravy zinečnatých AzaPc 2a-cZn 

Bezkovový AzaPc 2a2H, 2b2H nebo 2c2H byl rozpuštěn v pyridinu, poté byl přidán 

bezvodý octan zinečnatý a reakční směs byla zahřívána při teplotě varu rozpouštědla 1 h 

(Schéma 3). Po ukončení reakce byla směs ochlazena a zakoncentrována částečným odpařením 

rozpouštědla na vakuové rotační odparce. Poté byla do reakční směsi přilita voda a vzniklý 

precipitát byl posbírán filtrací a na filtru několikrát promyt vodou. Surový produkt byl přečištěn 

sloupcovou chromatografií. Mobilní fáze pro každou sloučeninu jsou uvedeny níže. Produkt 

2aZn, 2bZn nebo 2cZn byl na závěr promyt hexanem a důkladně vysušen za sníženého tlaku. 

 

Sloučenina 2aZn 

Výchozí množství: 2a2H (40 mg; 0,029 mmol), bezvodý Zn(CH3COO)2 (16 mg; 0,087 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF 4:1 (Rf = 0,35); výtěžek: 33 mg (79 %) zelená pevná látka; 

1H NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 2,27 (s, 54 H; C-CH3) a 4,14-4,53 ppm (m, 32 H; 

crown-H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 23,97; 24,02; 24,1; 29,69; 29,72; 30,9; 

31,1; 50,34; 50,40; 51,41; 51,43; 67,5; 67,8; 70,2; 70,7; 71,8; 106,6; 107,8; 110,4; 142,5; 144,3; 

144,5; 144,8; 151,6; 152,9; 157,9; 158,2 a 158,7 ppm; IČ (ATR): v = 2948, 2885, 2864, 1736, 1518, 

1458, 1417, 1362, 1295, 1248, 1143, 1096 a 975 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 654 (153 500), 

595 (31 000) a 379 nm (123 800 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 654 (152 500), 595 

(32 600) a 376 nm (121 500 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro C64H86N18O6S6Zn m/z = 

1459,4672 [M+H]+; nalezeno m/z = 1459,4662 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1458,4 [M]+; 

1481,4 [M+Na]+.  

 

Sloučenina 2bZn 

Výchozí množství: 2b2H (73 mg; 0,049 mmol), bezvodý Zn(CH3COO)2 (63 mg; 0,34 

mmol); mobilní fáze: chloroform/THF/MeOH 50:10:1 (Rf = 0,49); výtěžek: 43 mg (56 %) zelená 

pevné látky; 1H NMR (500 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 2,28 (s, 54 H; C-CH3); 3,77 (s, 8 H; 

crown-H); 3,82 (s, 16 H; crown-H); 4,20 (t, J = 6 Hz; 8 H, crown-H) a 4,40 ppm (t, J = 6 Hz; 8 H, 

crown-H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 30,92; 30,95; 31,1; 50,5; 51,41; 51,44; 
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51,47; 70,4; 70,7; 71,2; 123,9; 136,1; 142,6; 144,4; 144,5; 144,9; 150,0; 150,2; 150,5; 150,6; 

151,6; 153,0; 157,9; 158,2 a 158,9 ppm; IČ (ATR): v = 2945, 2895, 1703, 1638, 1519, 1489, 1458, 

1421, 1362, 1296, 1233, 1144, 1049 a 976 cm-1; UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 655 (162 400), 596 

(34 800) a 376 nm (130 100 mol-1dm3cm-1); UV/Vis (THF): λmax (ε) = 654 (157 900), 594 (34 900) 

a 375 nm (131 200 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): počítáno pro C68H94N18O8S6Zn m/z = 1547,5196 

[M+H]+; nalezeno m/z = 1547,5190 [M+H]+; MS (MALDI-TOF): m/z = 1546,5 [M]+; 1569,5 

[M+Na]+. 

 

Sloučenina 2cZn 

Výchozí množství: 2c2H (25 mg; 0,017 mmol), bezvodý Zn(CH3COO)2 (20 mg; 0,11 mmol); 

mobilní fáze: chloroform/THF/MeOH (Rf = 0,34); výtěžek: 16 mg (62 %) zelená pevná látka; 1H 

NMR (300 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 2,24 (s, 54 H; C-CH3); 3,74-3,82 (m, 32 H; crown-H); 

4,08 (t, J = 8 Hz; 8 H, crown-H) a 4,45 ppm (t, J = 8 Hz, 8 H; crown-H); 13C NMR (75 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 29,8; 30,8; 31,0; 49,5; 51,33; 51,36; 70,4; 70,6; 70,85; 70,99; 71,08; 

142,5; 144,3; 144,4; 144,8; 151,5; 153,0; 157,8; 158,1 a 158,8 ppm; IČ (ATR): v = 2975, 2920, 

2850, 1739, 1563, 1515, 1455, 1416, 1362, 1297, 1255, 1233, 1140, 1099, 1043 a 976 cm-1; 

UV/Vis (MeCN): λmax (ε) = 656 (137 700), 597 (27 300) a 379 nm (98 260 mol-1dm3cm-1); UV/Vis 

(THF): λmax (ε) = 655 (134 700), 595 (28 600) a 377 nm (105 200 mol-1dm3cm-1); HR MS (ESI+): 

počítáno pro C72H102N18O10S6Zn m/z = 1635,5720 [M+H]+; nalezeno m/z = 1635,5712 [M+H]+; MS 

(MALDI-TOF): m/z = 1634,5 [M]+; 1657,5 [M+Na]+.  
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6.3 Látky připravené v rámci projektu [P3] 

 

Příprava prekurzorů 

 

Schéma 4 Příprava prekurzorů A a B pro AzaPc senzory: (i) 1-aza-18-crown-6, bezvodý K2CO3, 

THF, -12 °C, 2 h; (ii) 2,2´-oxydiethan-1-ol, NaOH 1M vodný roztok, THF/voda, laboratorní teplota, 

1 h; (iii) 3,4-dihydro-2H-pyran, pyridinium p-toluensulfonát, chloroform, teplota varu 

rozpouštědla, 4 h; (iv) 1-aza-15-crown-5, bezvodý K2CO3, THF, -12 °C, 3 h; (v) 2-hydroxymethyl-

12-crown-4, NaOH 1M vodný roztok, THF/voda, laboratorní teplota, 90 min; (vi) 2-

hydroxymethyl-12-crown-4, triethylamin, THF, laboratorní teplota, 2,5 h; (vii) 1-aza-15-crown-5, 

bezvodý K2CO3, THF, laboratorní teplota, 3 h; (viii) NaOH 1M vodný roztok, THF/voda, laboratorní 

teplota, 1 h; (ix) terc-butylthiol, NaOH 1M vodný roztok, THF/voda, laboratorní teplota; (x) 4-

hydroxy-3,5-diisopropylbenzaldehyd, NaBH4, MeOH, laboratorní teplota, 30 min.  
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5-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)-6-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)pyrazin-

2,3-dikarbonitril (P6) 

2,2´-oxydiethan-1-ol (240 mg; 2,26 mmol) byl rozpuštěn v NaOH 1M vodném roztoku 

(2,26 ml) a k této směsi byla přidána sloučenina P1c (875 mg; 2,06 mmol) rozpuštěná v THF (15 

ml). Reakční směs byla pak míchána při laboratorní teplotě 1 h. TLC analýza odhalila, že během 

třepání produktu ve směsi ethylacetát/voda látka P6 nepřechází dostatečně do organické vrstvy. 

Proto obě fáze byly posbírány a zahuštěny na vakuové rotační odparce do sucha. A surový 

produkt byl čištěn přímo sloupcovou chromatografií s mobilní fází acetonem (Rf = 0,19 pro P6). 

Výtěžek: 801 mg (79 %) žlutý olej; 1H NMR (500 MHz, aceton-d6, 25 °C): δ = 3,52-3,55 (m, 

4 H, crown-H); 3,61-3,65 (m, 16 H, crown-H); 3,82 (t, J = 6 Hz, 4 H); 3,89-3,91 (m, 2 H); 4,05-4,09 

(m, 4 H) a 4,54-4,56 ppm (m, 2 H, CH2OAr); 13C NMR (125 MHz, aceton-d6, 25 °C): δ = 150,6; 

148,1; 125,4; 116,5; 115,7; 115,4; 73,5; 73,4; 71,43; 71,30; 71,24; 71,23; 71,17; 69,0; 68,4; 62,00; 

61,96 a 52,7 ppm; IČ (ATR): v = 2918, 2850, 2226 (CN), 1558, 1515, 1449, 1428, 1351, 1292, 1224, 

1121, 925 a 759 cm-1. MS (APCI+): m/z = 496,3 [M+H]+. 

 

5-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyklooktadekan-16-yl)-6-(2-(2-((tetrahydro-2H-pyran-3-

yl)oxy)ethoxy)ethoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P7) 

Směs prekurzoru P6 (800 mg; 1,61 mmol), 3,4-dihydro-2H-pyranu (543 mg; 6,46 mmol) 

a pyridinium p-toluensulfonátu (32 mg; 0,13 mmol) rozpuštěných v chloroformu (20 ml) byla 

zahřívána při teplotě varu rozpouštědla 4 h. Barva reakční směsi zoranžověla. Poté byla do baňky 

přidána voda (60 ml) a produkt byl extrahován ethylacetátem (4×). Organické vrstvy byly 

posbírány a spojeny, vysušeny bezvodým Na2SO4 a odpařeny za sníženého tlaku. Produkt byl pak 

čištěn sloupcovou chromatografií s mobilní fází ethylacetát/MeOH 8:1 (Rf product = 0,47 pro 

P7). 

Výtěžek: 510 mg (55 %) žlutý olej; 1H NMR (500 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 1,48-1,60 (m, 4 

H, pyran-H); 1,67-1,84 (m, 2 H, pyran-H); 3,46-3,52 (m, 1 H, pyran-H); 3,61-3,68 (m, 18 H, crown-

H); 3,75 (t, J = 6 Hz, 4 H); 3,81-3,86 (m, 4 H); 4,03 (br s, 4 H); 4,49-4,52 (m, 2 H, CH2OAr) a 4,59 

ppm (t, J = 4 Hz, 1 H, pyran-H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3, 25 °C): δ = 148,9; 146,6; 124,9; 115,8; 

114,5; 114,2; 99,1; 77,3; 77,0; 76,7; 70,7; 70,5; 70,44; 70,43; 68,4; 67,3; 66,6; 62,4; 52,0; 30,5; 

25,3 a 19,5 ppm; IČ (ATR): v = 2965, 2866, 2226 (CN), 1556, 1513, 1426, 1350, 1288, 1224, 1120, 

1076, 1033, 987, 930, 872 a 814 cm-1. MS (APCI+): m/z = 580,3 [M+H]+, 496,7 [M-C5H8O]+.  
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5-((1,4,7,10-tetraoxacyklododekan-2-yl)methoxy)-6-chlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (P8) 

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril (500 mg; 2,51 mmol) byl přidán ke směsi 2-

hydroxymethyl-12-crown-4 (570 mg; 2,76 mmol) a triethylaminu (509 mg; 5,03 mmol) 

rozpuštěných v THF (15 ml). Reakční směs zčervenala a byla míchána při laboratorní teplotě další 

2,5 h. Rozpouštědlo s triethylaminem bylo odpařeno za sníženého tlaku a surový produkt byl 

čištěn přímo sloupcovou chromatografií s mobilní fází ethylacetátem (Rf = 0,51 pro P8). 

Výtěžek: 543 mg (59 %) žlutá pevná látka; t.t. 111.5-115.2 °C; 1H NMR (500 MHz, aceton-

d6, 25 °C): δ = 3,55-3,85 (m, 14 H, crown-H); 4,23 (m, 1 H, CH); 4,53 (dd, J1 = 7 Hz, J2 = 7 Hz, 1 H, 

CH2OAr) a 4,69 ppm (dd, J1 = 4 Hz, J2 = 4 Hz, 1 H, CH2OAr); 13C NMR (125 MHz, aceton-d6, 25 °C): 

δ = 158,6; 143,4; 130,3; 124,7; 113,88; 113,86; 77,6; 72,4; 72,3; 71,4; 71,3; 71,17; 71,15 a 70,8 

ppm; IČ (ATR): v = 2927, 2864, 2242 (CN), 1545, 1528, 1461, 1437, 1356, 1306, 1231, 1159, 1128, 

1101, 1065, 1041, 1027, 976, 943, 919, 853 a 830 cm-1. 

 

5-((1,4,7,10-tetraoxacyklododekan-2-yl)methoxy)-6-(1,4,7,10-tetraoxa-13-

azacyklopentadekan-13-yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P9) 

1-aza-15-crown-5 (596 mg; 2,72 mmol) rozpuštěný v THF byl přidán ke směsi látky P8 

(530 mg; 1,44 mmol) a bezvodého K2CO3 (397 mg; 2,87 mmol) v THF (10 ml). Reakční směs 

okamžitě zoranžověla, míchání při laboratorní teplotě pokračovalo další 3 h. Rozpouštědla byla 

pak odpařena za sníženého tlaku a surový produkt byl čištěn sloupcovou chromatografií 

s mobilní fází ethylacetát/aceton 1:1 (Rf = 0,21 pro P9). 

Výtěžek: 743 mg (94 %) žlutý olej; 1H NMR (500 MHz, aceton-d6, 25 °C): δ = 3,56-3,89 (m, 

30 H, crown-H); 3,98-4,04 (m, 4 H, crown-H); 4,11 (m, 1 H, CH); 4,42 (dd, J1 = 7 Hz, J2 = 7 Hz, 1 H, 

CH2OAr) a 4,49 ppm (dd, J1 = 4 Hz, J2 = 4 Hz, 1 H, CH2OAr); 13C NMR (125 MHz, aceton-d6, 25 °C): 

δ = 150,7; 147,9; 125,4; 116,6; 115,6; 115,3; 77,6; 72,1; 71,7; 71,6; 71,4; 71,2; 71,14; 71,11; 70,8; 

70,7; 70,3; 70,1; 69,4 a 54,1 ppm; IČ (ATR): v = 2863, 2226 (CN), 1558, 1522, 1508, 1428, 1354, 

1289, 1255, 1223, 1120, 982, 926 a 840 cm-1. MS (APCI+): m/z = 552,3 [M+H]+. 

 

5,6-bis(4-(hydroxymethyl)-2,6-diisopropylfenoxy)pyrazin-2,3-dikarbonitril (P11) 

Látka P10 (1,203 g; 5,78 mmol) byla rozpuštěna ve směsi NaOH 1M vodného roztoku 

(5,78 ml) a THF (10 ml). Pak byl do takto připravené reakční směsi přidán 5,6-dichlorpyrazin-2,3-

dikarbonitril (500 mg; 2,51 mmol) rozpuštěný v THF (10 ml) a reakce byla míchána při laboratorní 
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teplotě 1 h. Po ukončení reakce byla rozpouštědla odpařena na vakuové rotační odparce. 

Produkt byl naředěn vodou (50 ml) a následně extrahován do ethylacetátu (3×50 ml). Organické 

vrstvy byly posbírány a spojeny, sušeny bezvodým Na2SO4 a odpařeny za sníženého tlaku. 

Produkt byl přečištěn sloupcovou chromatografií s mobilní fází chloroform/aceton 9:1. 

Výtěžek: 1,34 g (98 %) bílá pevná látka; t.t. 245,4-245,8 °C; 1H NMR (500 MHz, aceton-

d6, 25 °C): δ =  7,37 (s, 4 H, ArH); 4,70 (d, J = 6 Hz, 4 H, CH2OH); 4,29 (t, J = 6 Hz, 2 H, OH); 3,06 

(hept, J = 7 Hz, 4 H, CH) a 1,23 ppm (d, J = 7 Hz, 24 H, CH3); 13C NMR (125 MHz, aceton-d6, 25 °C): 

δ =  152,3; 146,0; 142,6; 140,7; 125,3; 123,6; 114,3; 64,6 a 28,4 ppm; IČ (ATR): v = 2967, 2933, 

2872, 2241 (CN), 1607, 1548, 1508, 1465, 1444, 1405, 1385, 1362, 1334, 1271, 1232, 1188, 1157, 

1114, 1089 a 1018 cm-1. 

 

4-(hydroxymethyl)-2,6-diisopropylphenol (P10) 

NaBH4 (303 mg; 8,0 mmol) byl po kapkách přidán k roztoku 4-hydroxy-3,5-

diisopropylbenzaldehydu (1,5 g; 7,27 mmol) rozpuštěného v MeOH (70 ml) a tato směs byla 

míchána při laboratorní teplotě 30 min. Po ukončení reakce byla směs okyselena zředěnou H2SO4 

a byla přidána voda (50 ml). Surový produkt byl extrahován do ethylacetátu (3×50 ml). Organické 

vrstvy byly posbírány a spojeny, sušeny bezvodým Na2SO4 a odpařeny za sníženého tlaku. 

Produkt byl na závěr přečištěn sloupcovou chromatografií s mobilní fází chloroform/aceton 9:1. 

Výtěžek: 1,42 g (94 %) bezbarvý olej; 1H NMR (500 MHz, aceton-d6, 25 °C): δ = 7,05 (s, 2 

H, ArH); 7,00 (s, 1 H, ArOH); 4,53 (dd, J1 = 5,8 Hz, J2 = 0,6 Hz, 2 H, CH2OH); 3,92 (td, J1 = 5.8 Hz, J2 

= 0.5 Hz, 1 H, CH2OH); 3,37 (hept, J = 6,9 Hz, 2 H, CH) a 1,22 ppm (d, J = 6,9, 0,5 Hz, 12 H, CH3); 

13C NMR (125 MHz, aceton-d6, 25 °C): δ = 145,5; 130,4; 129,7; 117,8; 60,2; 22,5 a 18,4 ppm; IČ 

(ATR): v = 2961, 2870, 1598, 1468, 1444, 1383, 1363, 1285, 1259, 1201, 1171, 1153, 1122, 1104, 

1091, 1075 a 1004 cm-1. 
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Obecný postup přípravy zinečnatých AzaPc 3a-bZn a 4a-bZn templátovou metodou 

Příslušný prekurzor P7 nebo P9 (prekurzor A, 1 ekv.) a prekurzor nesoucí objemné 

skupiny P4 nebo P11 (prekurzor B, 3 ekv.) byly společně s bezvodým octanem zinečnatým 

rozpuštěny pod ochrannou argonovou atmosférou v malém množství bezvodého pyridinu 

(většinou 1-3 ml) (Schéma 5). Reakční směs byla pak zahřívána 5 h při teplotě varu rozpouštědla. 

Po ukončení reakce byl pyridin částečně odpařen za sníženého tlaku a do baňky byla přidána 

voda (20 ml). Vznikla tmavá suspenze, ze které byl precipitát sbírán filtrací a na filtru důkladně 

několikrát promyt vodou. Cílový AzaPc kongener ABBB byl izolován a čištěn sloupcovou 

chromatografií. Množství výchozích látek a konkrétní mobilní fáze jsou pro každou sloučeninu 

uvedeny níže. 

 

Schéma 5 Příprava cílových struktur AzaPc 3a-bZn a 4a-bZn statistickou kondenzací pomocí 

templátové metody: (i) bezvodý Zn(CH3COO)2, bezvodý pyridin, argon, teplota varu 

rozpouštědla.  
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Sloučenina 3aZn 

Výchozí množství: P7 (346 mg; 0,60 mmol), P4 (549 mg; 1,79 mmol), bezvodý 

Zn(CH3COO)2 (438 mg; 2,39 mmol); mobilní fáze: chloroform/MeOH/THF 10:0,5:1 (Rf = 0,59 pro 

3aZn) (čištěno třikrát) poté mobilní fáze změněna na chloroform/THF 10:1 (čištěno jednou); 

výtěžek: 48 mg (5 %) zelená olejovitá pevná látka, 1H NMR (500 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ 

= 1,21-1,51 (m, 6 H, pyran-H); 1,88 (s, 9 H, CCH3); 1,90 (s, 45 H, CCH3); 3,18-3,23 (m, 1 H, pyran-

H); 3,32-3,43 (m, 18 H, crown-H); 3,47-3,61 (m, 10 H); 3,66-3,78 (br s, 4 H); 4,19 (t, J = Hz, 4 Hz, 

2 H, CH2OAr) a 4,34 ppm (t, J = 4 Hz, 1 H, pyran-H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): 

δ = 159,1; 158,6; 158,23; 158,20; 157,9; 157,8; 152,6; 152,4; 151,6; 151,5; 151,3; 150,80; 150,75; 

150,50; 150,48; 148,8; 146,8; 144,9; 144,7; 144,5; 144,4; 144,3; 125,1; 115,9; 114,8; 114,5; 99,2; 

71,0; 70,7; 70,6; 68,6; 67,5; 66,9; 62,5; 52,3; 31,1; 31,1; 30,86; 30,82; 30,8; 30,3; 30,1; 25,6 a 

19,7 ppm; IČ (ATR): v = 2972, 2867, 1744, 1556, 1514, 1442, 1427, 1362, 1350, 1286, 1255, 1225, 

1123, 1077, 1033 a 978 cm-1; UV/Vis (THF): λmax (ε) = 654 (183 000), 596sh, 429sh a 377 nm (141 

000 mol-1dm3cm-1); MS (MALDI-TOF): m/z = 1561,4 [M]+; 1584,4 [M+Na]+; 3122,7 [2M]+.  

 

Sloučenina 3bZn 

Výchozí množství: P7 (100 mg; 0,172 mmol), P11 (280 mg;  0,518 mmol), bezvodý 

Zn(CH3COO)2 (127 mg; 0,69 mmol); mobilní fáze: chloroform/MeOH/THF 20:3:2 (Rf = 0,26 pro 

3bZn) (čištěno dvakrát); výtěžek: 30 mg (8 %) modrá olejovitá pevná látka; 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 0,99-1,15 (m, 78 H, CH3 a pyran-H); 3,07-3,26 (m, 12 H, CH(CH3)2); 

3,36-3,96 (m, 34 H, crown-H, CH2O lariat etheru a CH2O v pyranu); 4,39 (br s, 1 H, OCHO); 4,60 

(s, 2 H, CH2OH); 4,65 (s, 2 H, CH2OH); 4,69 (s, 2 H, CH2OH); 4,87 (s, 6 H, CH2OH); 5,27 (br s, 6 H, 

OH) a 7,21-7,39 ppm (m, 12 H, ArH, částečně překryto signálem rozpouštědla); 13C NMR (125 

MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 151,6; 147,3; 147,0; 142,6; 142,5; 141,0; 140,98; 140,8; 140,4; 

140,3; 127,9; 124,2; 99,2; 70,5; 69,0; 66,9; 65,0; 62,4; 50,3; 44,7; 32,1; 31,6; 31,2; 30,8; 30,6; 

30,4; 29,9; 29,7; 29,5; 28,5; 25,6 a 23,7 ppm; IČ (ATR): v = 2963, 2928, 2870, 1467, 1402, 1364, 

1285, 1246, 1215, 1158, 1101, 1056, 1034 a 927 cm-1; UV/Vis (THF): λmax (ε) = 634 (183 000), 

579sh a 370 nm (175 000 mol-1dm3cm-1); MS (MALDI-TOF): m/z = 2269,9 [M]+; 2292,9 [M+Na]+; 

2308,8 [M+K]+.  
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Sloučenina 4aZn 

Výchozí množství: P9 (100 mg; 0,181 mmol), P4 (167 mg; 0,544 mmol), bezvodý 

Zn(CH3COO)2 (133 mg; 0,725 mmol); mobilní fáze: chloroform/MeOH/THF 10:0,5:1 (Rf = 0,39 pro 

4aZn) čištěno jednou a poté dvakrát čištěno s mobilní fází chloroform/MeOH/THF 10:0,25:1 (Rf 

= 0,15 pro 4aZn); výtěžek: 27 mg (9 %) zelená olejovitá pevná látka; 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 1,93 (s, 9 H, CCH3); 1,947 (s, 27 H, CCH3); 1,952 (s, 18 H, CCH3); 3,37-

4,28 (m, 35 H); 4,93 (dd, J1 = 6 Hz, J2 = 6 Hz, 1 H, CH2OAr) a 5,02 ppm (dd, J1 = 5 Hz, J2 = 5 Hz, 1 H, 

CH2OAr); 13C NMR (125 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 158,7; 158,2; 157,9; 157,8; 157,6; 

157,4; 152,2; 151,9; 151,22; 151,20; 150,9; 150,49; 150,45; 150,20; 150,17; 148,1; 146,2; 

144,55; 144,47; 144,3; 144,2; 144,04; 144,02; 143,97; 137,5; 124,7; 115,8; 114,4; 114,1; 76,7; 

71,04; 71,02; 70,86; 70,81; 70,7; 70,45; 70,32; 70,23; 70,21; 70,05; 69,7; 69,4; 68,2; 53,6; 53,4; 

51,06; 51,04; 51,03; 51,00; 50,97; 30,7; 30,6; 30,50 a 30,46 ppm; IČ (ATR): v = 2916, 2863, 1524, 

1470, 1446, 1427, 1362, 1252, 1138, 1101, 1045, 976, 847 a 784 cm-1; UV/Vis (THF): λmax (ε) = 

653 (142 000), 594sh a 376 nm (100 000 mol-1dm3cm-1). MS (MALDI-TOF): m/z = 1533,3 [M]+, 

1556,3 [M+Na]+; 3066,7 [2M]+; 3089,6 [2M+Na]+. 

 

Sloučenina 4bZn 

Výchozí množství: P9 (100 mg; 0,181 mmol), P11 (295 mg; 0,544 mmol), bezvodý 

Zn(CH3COO)2 (133 mg; 0,725 mmol); mobilní fáze: chloroform/MeOH/THF 10:1:1 poté mobilní 

fáze změněna na chloroform/MeOH/THF 10:0,5:1 (Rf = 0,40 pro 4bZn); výtěžek: 20 mg (5 %) 

modrá olejovitá pevná látka; 1H NMR (500 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 0,91-1,24 (m, 72 H, 

CH3); 1,92-2,00 (m, 12 H, CHCH3); 3,08-3,26 (m, 4 H, crown-H); 3,32-4,10 (m, 30 H, crown-H); 

4,66 (d, J = 7 Hz, 2 H, CH2OH); 4,83-4,89 (m, 4 H, CH2OH); 5,03 (s, 2 H, CH2OH); 5,18-5,28 (m, 4 

H, CH2OH); 5,35-5,52 (m, 6 H, OH) a 7,18-7,28 ppm (m, 12 H, ArH, částečně překryto signálem 

rozpouštědla);  13C NMR (125 MHz, CDCl3/pyridin-d5, 25 °C): δ = 171,3; 171,1; 148,4; 142,1; 141,9; 

141,3; 141,1; 140,4; 128,0; 125,1; 124,9; 108,1; 107,9; 106,7; 98,4; 71,4; 70,8; 70,7; 70,5; 67,9; 

67,6; 67,5; 67,1; 66,9; 65,4; 65,2; 65,1; 53,9; 30,0; 29,82; 29,78; 29,73; 28,7 a 28,6 ppm; IČ (ATR): 

v = 2966, 2930, 2870, 1734, 1541, 1522, 1489, 1398, 1363, 1338, 1286, 1245, 1214, 1158, 1101, 

1056 a 927 cm-1; UV/Vis (THF): λmax (ε) = 635 (128 000), 579sh and 365 nm (115 000 mol-1dm3cm-

1); MS (MALDI-TOF): m/z = 2365,9 [M+2Na+2K]+, 2388,9 [M+3Na+2K]+.  
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6.4 Fotofyzikální studium AzaPc senzorů [P1-3] 

Všechny AzaPc připravené v rámci mé disertační práce byly charakterizovány z hlediska 

fotofyzikálních vlastností (absorpční spektrum, extinkční koeficient, emisní spektrum). Studium 

selektivity a citlivosti senzorů k určitému analytu probíhalo pomocí fluorescenčních titrací 

různými kationty kovů (K+, Na+, Li+, Ca2+, Ba2+, Mg2+ a NH4
+) ve formě jejich solí (thiokyanátů, 

chloristanů nebo triflátů). Dále byly senzory studovány pomocí níže popsaných metod. 

 

6.4.1 Výpočet F 

Kvantový výtěžek fluorescence F byl stanoven (v MeCN nebo THF) srovnávací metodou 

s ZnPc (F = 0,32 v THF).[145] Vzorek i srovnávací látka byly excitovány při stejné vlnové délce (λexc 

= 600 nm pro 1a-dZn; λexc = 595 nm pro 2a-cZn; 3aZn a 4bZn; λexc = 580 nm pro 3bZn a 4bZn). F 

byl pak vypočítán dle rovnice (2)[2] (viz kapitola 5.2.1). Všechny experimenty byly provedeny 

třikrát a prezentované výsledky byla průměrem těchto tří měření. Absorbance vzorků při 

excitačních vlnových délkách byla udržována pod hodnotou 0,05 a maximum Q pásu pod 

hodnotou 0,1, aby se zabránilo efektu vnitřního filtru („inner filter effect“). Odhadovaná chyba 

měření je 15 %. 

 

6.4.2 Stanovení vazebné konstanty 

Stanovení vazebné konstanty vycházelo z titračních experimentů, kdy definované 

množství zásobního roztoku AzaPc senzoru (obvykle 10 - 40 μl) rozpuštěného v MeCN nebo THF 

(HPLC kvalita; <0,05% H2O) bylo převedeno do křemenné fluorescenční kyvety (10×10 mm) 

s 2,45 ml MeCN nebo THF tak, aby celková koncentrace roztoku senzoru v kyvetě byla 1 μM. 

Tato koncentrace byla kontrolována extinkčním koeficientem příslušného senzoru. Bylo 

změřeno absorpční a emisní spektrum (excitace v oblasti isosbestického bodu; λexc = 600 nm pro 

1a-dZn; λexc = 595 nm pro 2a-cZn; 3aZn a 4bZn; λexc = 580 nm pro 3bZn a 4bZn). Poté bylo 

k senzoru přidáno definované množství (obvykle 5 - 50 μl) zásobního roztoku obsahujícího 

kovový kationt ve formě SCN-, ClO4
- nebo CF3SO3

- soli (většinou o koncentraci 0,001 – 0,5 M) 

rozpuštěné v MeCN nebo MeOH. Absorpční a emisní spektra byla měřena po každém přídavku. 

Kvantové výtěžky fluorescence byly počítány dle rovnice (2)[2] (kapitola 5.2.1) pro každý přídavek 

(viz níže). KA nebo KD byly vypočítány nelineární regresí za pomoci programu Prism 5 software 

for Windows (GraphPad Software, inc.).  
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6.4.3 Výpočet FEF 

FEF byl vypočítán z výsledků fluorescenčních titrací provedených v MeCN nebo THF 

(csenzor = 1 μM) dle rovnice (3) (viz kapitola 5.2.3) jako podíl kvantového výtěžku fluorescence 

senzoru po úplné saturaci analytem F(M+) a kvantového výtěžku fluorescence volné formy 

senzoru F(Free) bez navázaného analytu. V případě bifázické titrační isotermy byl počítán FEF1 

pro nárůst fluorescence v prvním kroku titrace a celkový FEF odpovídající nárůstu fluorescence 

pro oba kroky titrační křivky. 

 

6.4.4 Stanovení stechiometrie vazby senzor/analyt Jobovou metodou 

Pro potřeby měření byl připraven zásobní roztok AzaPc senzoru (c = 100 μM) 

rozpuštěného v THF a zásobní roztok citlivého analytu KSCN, K(CF3SO3) nebo Ba(CF3SO3)2 (c = 1 

mM) v MeOH. Poté byla provedena série měření fluorescence s různými poměry senzor/analyt 

(15 – 20 měření, s poměry od 1:9 po 9:1 senzor/analyt). Do křemenné fluorescenční kyvety (10×4 

mm) bylo přidáno takové množství THF, aby po přídavku zásobního roztoku senzoru a zásobního 

roztoku analytu byl celkový objem 1,00 ml. Do kyvety byl přidán nejprve zásobní roztok senzoru 

a bylo změřeno fluorescenčně emisní spektrum. Intenzita fluorescence v maximu byla 

považována za F0. Poté bylo přidáno příslušné množství zásobního roztoku analytu a platilo, že 

celková koncentrace látek je 10 μM ([senzor] + [analyt] = 10 μM). Opět bylo změřeno 

fluorescenčně emisní spektrum a jeho maximum bylo tentokrát pokládáno za Fmax. Výsledná 

stechiometrie vazby senzor/analyt byla stanovena z Jobovy závislosti rozdílu Fmax-F0 na podílu 

koncentrací [analyt]/([analyt]+[senzor]. 

 

6.4.5 Fluorescenční titrace NP 

2,5 ml zásobního vodného roztoku 2bZn@NP, 3aZn@NP nebo 4aZn@NP (c ≈ 1 μM) bylo 

přeneseno do kyvety z křemenného skla (10×10 mm) a byla změřena absorpční a emisní spektra 

(λexc = 599 nm pro 2bZn@NP a λexc = 595 nm pro 2bZn@NP). Poté bylo přidáno definované 

množství (5 - 50 μL) zásobního roztoku (koncentrace 10 mM – 1 M) analytu rozpuštěného ve 

vodě a byla měřena absorpční a emisní spektra po každém přídavku. Intenzita fluorescence byla 

korigována na absorbanci při hodnotě excitační vlnové délky. Intenzita fluorescence byla pak 

vynesena do grafu jako závislost na koncentraci analytu. 
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6.5 Příprava CO2 senzorů [P4] 

 

Senzorické fólie pro měření fluorescence 

Při přípravě senzorů je podpůrná fólie nebo sklo potaženo vrstvou obsahující indikátor 

imobilizovaný v matrici tzv. senzorická vrstva a vrstvou ochranou, která kryje senzorickou vrstvu 

a je tvořena silikonem (Obr. 49). 

 

 

Obr. 49 Schéma připravovaného CO2 senzoru. 

 

Senzorická (citlivá) vrstva 

„Cocktail“ obsahující 1 mg indikátoru 5aZn, 5bZn nebo 5cZn případně kontrolní látky KLX 

(1 % w/w vzhledem k polymeru) a 100 mg matrice rozpuštěné ve 2 g směsi toluen/ethanol 6:4 

(w/w) byl saturován probubláváním 100 % CO2 ze zásobní lahve. V případě indikátoru DPP bylo 

množství látky 0,25 mg (0,25 % w/w vzhledem k polymeru). K směsi látek byla přidána příslušná 

báze (0,02 mmol; MeOH roztok). S výjimkou fólie obsahující kontrolní látku KLX. Takto 

připravená směs byla nožově potažena na podpůrnou PETE fólii v tloušťce 75 μm. Fólie byly 

ponechány na vzduchu při laboratorní teplotě 45 min, aby došlo k úplnému odpaření 

rozpouštědel ze senzorické vrstvy. Při přípravě senzoru obsahujícího DPP indikátor nebyla 

použita PETE podpůrná fólie ale podpora ve formě chlortrimethylsilanem modifikovaného 

mikroskopového sklíčka, a to z důvodu vysoké citlivosti indikátoru a zamezení hromadění CO2 

uvnitř citlivé vrstvy senzoru.[147] Detaily (indikátor, matrice, typ a množství báze) pro přípravu 

všech fólií jsou shrnuty v Tab. 3. 
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Tab. 3 Seznam připravených CO2 senzorických fólií. 

 Účel měření Typ podpory[a] Indikátor Matrice Báze[b] 

Absorpční měření  PETE 5aZn HydroThaneTM 5 20,7 μl TBAH 

  PETE 5aZn HydroThaneTM 15 20,7 μl TBAH 

  PETE 5aZn HydroThaneTM 25 20,7 μl TBAH 

   
   

Fluorescenční měření PETE 5aZn Ethylcelulóza 49 % 50,0 μl TOAH 

  PETE 5bZn Ethylcelulóza 49 % 50,0 μl TOAH 

  PETE 5cZn Ethylcelulóza 49 % 50,0 μl TOAH 

  PETE KLX Ethylcelulóza 49 % - 

   
   

  PETE 5aZn HydroThaneTM 5 50,0 μl TOAH 

  PETE 5bZn HydroThaneTM 5 50,0 μl TOAH 

  PETE 5cZn HydroThaneTM 5 50,0 μl TOAH 

  PETE KLX HydroThaneTM 5 - 

   
   

  PETE 5aZn HydroThaneTM 5 20,7 μl TBAH 

  PETE 5aZn HydroThaneTM 15 20,7 μl TBAH 

  PETE 5aZn HydroThaneTM 25 20,7 μl TBAH 

  PETE 5aZn HydroThaneTM 25 50,0 μl TOAH 

  PETE 5aZn HydroThaneTM 25 12,2 μl TEAH[c] 

  

 

sklo DPP HydroThaneTM 25 50,0 μl TOAH 

  sklo DPP HydroThaneTM 25 20,7 μl TBAH 

  sklo DPP HydroThaneTM 25 12,2 μl TEAH[c] 

   
   

Měření s optickým vláknem[d] PETE 5aZn HydroThaneTM 15 20,7 μl TBAH 

 

[a] podpůrná PETE fólie nebo chlortrimethylsilanem modifikované sklo. 

[b] množství báze počítané na 1 mg AzaPc indikátoru (nebo 0,25 mg indikátoru DPP) ve 100 mg matrice rozpuštěných 

ve 2 g směsi toluen/ethanol 6:4 (w/w). 

[c] tetraethylammonium-hydroxid 

[d] přídavek 80 mg silanizovaných částic egyptské modři do ochranné silikonové vrstvy. 
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Ochranná silikonová vrstva  

Polydimethylsiloxanový polymer s terminálním vinylem (500 mg) a ultra jemný oxid 

titaničitý P170 (125 mg) byly dispergovány v cyklohexanu (1 ml) a směs byla míchána přes noc 

při laboratorní teplotě. Poté byl do směsi za intenzivního míchání postupně přidán kopolymer 

(25-35 % methylhydrosiloxan)-dimethylsiloxan (20 μl), 1,3,5,7-tetravinyl-1,3,5,7-

tetramethylcyklotetrasiloxan (2 μl) a katalyzátor 1,3-divinyl-1,1,3,3-tetramethyldisiloxanový 

complex platiny (3,5 μl). Takto připravený „cocktail“ byl okamžitě nožově potáhnut na 

senzorickou vrstvu v tloušťce 75 μm. Silikonová vrstva byla poté ponechána v sušárně při 60 °C 

15 min, aby byla umožněna kompletní polymerizace silikonové vrstvy. 

 

Senzorické fólie pro absorpční měření  

Senzorické fólie pro tento účel byly připraveny stejně, jak je popsáno výše, avšak bez 

přídavku ultra jemného oxidu titaničitého P170 v silikonové ochranné vrstvě. 

 

Senzorické fólie pro měření na optickém vlákně  

Senzorické fólie byly připraveny podobně, jako je uvedeno výše, ale do silikonové ochranné 

vrstvy byly přidány silanizované částice egyptské modři (80 mg). 
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6.6 Fotofyzikální studium CO2 senzorů [P4] 

Pro míchání plynů pro kalibraci CO2 senzorů bylo použito zařízení GSC-A4TA-BB22 red-y 

smart series (Vögtlin). Měření změn fluorescence senzorických materiálů bylo provedeno na 

přístroji Hitachi F-7000 fluorescence spectrometer vybaveném fotonásobičem citlivým 

v červené oblasti R928 od firmy Hamamatsu s filtry OG550 a ND50, dále byla měření provedeno 

v kovové cela domácí výroby (Obr. 50). Vlhkost plynů při měření byla upravena na 85 % 

probubláváním plynu přes vyhřívanou baňku naplněnou silikagelem s indikátorem vlhkosti a 

vodným roztokem chloridu draselného. Teplota byla kontrolována termostatem ThermoHaake 

DC50. Absorpční měření bylo provedeno na přístroji Cary 50 UV-vis spectrophotometer (Varian). 

Kvantové výtěžky fluorescence senzorických fólií byly měřeny absolutní metodou na přístroji 

Fluorolog3 fluorescence spectrometer (Horiba) vybaveném fotonásobičem R2658 (Hamamatsu) 

citlivým v oblasti 300-1050 nm a integrační sférou (Horiba). Pro experiment s CO2 senzory na 

optických vláknech byly změny fluorescence vyhodnoceny přístrojem FireStingO2 oxygen meter 

(PyroScience), který byl vybaven LED zdrojem pro excitaci při 624 nm a fotodiodou pro detekci 

světla. Pro spojení s přístrojem byla použita optická vlákna z poly(methylmetakrylátu) délka 1 m, 

průměr: 1 mm (Ratioplast, Německo). Na konec vlákna byla umístěna senzorická fólie (průměr: 

3 mm), která byla zajištěna kovovou čepičkou. 

 

 

Obr. 50 Kovová cela domácí výroby pro absorpční a fluorescenční měření fólií citlivých k pCO2. 
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7. VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

V rámci mého studia jsem se zabýval přípravou a studiem fotofyzikálních vlastností 

AzaPc s důrazem na jejich senzorické vlastnosti ke kationtům kovů nebo pCO2. Má práce 

zahrnovala přípravu prekurzorů a následně požadovaných AzaPc senzorů, které jsem poté 

studoval z hlediska fotofyzikálních vlastností. AzaPc byly také ukotveny do křemičitých NP, které 

byly připraveny ve spolupráci s Dr. Langem a Dr. Kirakcim z Ústavu anorganické chemie, 

Akademie věd ČR, a poté jsem provedl studium jejich senzorických vlastností ve vodném 

prostředí. Tato kapitola je rozdělena na dvě hlavní části. První část je věnována systematickému 

studiu vztahu struktury rozpoznávací části na selektivitu a senzitivitu senzorů pro rozpoznávání 

kationtů kovů. Druhá část komentuje výsledky, kterých bylo dosaženo během mé zahraniční 

stáže ve výzkumné skupině Assoc. Prof. Sergeje Borisova při vývoji CO2 senzorů využívajících pH 

senzitivní AzaPc jako indikátory.   

Stěžejní publikace, u kterých jsem uveden jako první autor, jsou v této kapitole z důvodu 

přehlednosti označeny a citovány jako [P1-P4]. Jedná se o recenzované články [P1-2 a P4], které 

byly přijaty k tisku do impaktovaných časopisů. Projekt [P3] byl dokončen v době sepisování této 

disertační práce a manuskript s výsledky práce je nyní finalizovaný a připravený k odeslání 

k recenznímu řízení v impaktovaném časopise. Kromě těchto publikací jsem ještě spoluautorem 

další publikace,[8] která je citována s ostatními odkazy na původní literaturu. Tato publikace 

vychází z výsledků mé diplomové práce, a tudíž není podkladem pro mou disertační práci. 

 

7.1 Studium rozpoznávacích částí AzaPc senzorů citlivých ke kationtům kovů  

Z výsledků předchozího projektu[8] vyplynulo, že AzaPc se mohou opravdu stát 

strukturálně novými fluorescenčními senzory pro rozpoznávání kationtů kovů s mnohými 

výhodnými vlastnostmi oproti komerčně dostupným senzorům. Avšak pro budoucí aplikaci bude 

třeba do detailu prozkoumat strukturní faktory ovlivňující selektivitu a senzitivitu senzoru 

k určitému analytu. To se stalo hlavním tématem mé disertační práce a dosažené výsledky jsou 

popsány v následujících kapitolách.  
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7.1.1 Vliv velikosti aza-crownu na selektivitu a senzitivitu AzaPc senzoru [P1] 

První projekt se zabýval ovlivněním selektivity a senzitivity AzaPc senzorů volbou 

velikosti rozpoznávací části. Struktury připravených AzaPc senzorů byly navrženy dle struktury 

látky s nejlepšími vlastnostmi studované v minulém projektě.[8] Dle předchozích zkušeností byl 

tedy jako fluorofor zvolen zinečnatý AzaPc, neboť Zn2+ je v centru pevně vázán. AzaPc byl 

substituován šesti objemnými terc-butylsulfanylovými skupinami jako sterická zábrana 

nežádoucí agregace. Zvolená periferní substituce stejně jako centrální zinečnatý kation jsou 

zároveň zárukou dobrých fotofyzikálních vlastností. Do ortho polohy k rozpoznávací části byla 

zvolena butoxy skupina na základě empirického poznatku z předchozího projektu.[8] Jednotlivé 

AzaPc se v této sérii lišily různou velikostí aza-crownu sloužícího jako rozpoznávací část a 

konkrétně byly připraveny AzaPc 1a-dZn nesoucí 1-aza-12-crown-4; 1-aza-15-crown-5; 1-aza-18-

crown-6 a 1-aza-21-crown-7 (Obr. 51). 

 

Obr. 51 Struktury připravených AzaPc senzorů 1a-dZn a kontrolní látky 1eZn. 

 

Nejprve jsme připravili prekurzory pro navržené AzaPc podobnými reakcemi, které byly 

popsány dříve pro přípravu prekurzoru P2b.[8] 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril reagoval 

nejprve s příslušným aza-crownem za vzniku mono-substituovaných meziproduktů P1a, c. Tyto 

alkylaminové deriváty se běžně připravují nukleofilními substitucemi s nadbytkem příslušného 

alkylaminu, který současně slouží k vychytávání odstupujících chloridových aniontů. Avšak 

v tomto případě bylo nutné šetřit aza-crowny z důvodu jejich vysoké ceny, a proto byl do reakce 

přidán jako báze bezvodý K2CO3, který vychytával chloridové anionty, a tak bylo možné do reakce 

dodat pouze malý nadbytek příslušného aza-cownu. Finální prekurzory P2a, c byly pak 

připraveny reakcí s butanolem s výtěžky 70 - 88 % (P2a, c) pro oba kroky reakce (Schéma 1).  
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Prekurzor P2d byl připraven také nukleofilní substitucí ve dvou krocích, ale postup 

přípravy byl obrácený a 1-aza-21-crown-7 byl substituován na monosubstituovaný meziprodukt 

P3 až ve druhém kroku. K tomuto postupu jsme přistoupili na základě výsledků předběžného 

experimentu, kdy meziprodukt 5-chlor-6-(1,4,7,10,13,16-hexaoxa-19-azacyklohenikosan-19-

yl)pyrazin-2,3-dikarbonitril se „táhl“ na chromatografickém sloupci a čištění bylo velmi obtížné. 

Taktéž čištění meziproduktu P3, který byl připraven v prvním kroku nukleofilní substituce reakcí 

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s butanolem, bylo velmi obtížné tentokrát z důvodu velmi 

malého rozdílu mezi retenčním faktorem (Rf) připravované látky P3 a vedlejšího produktu reakce 

(5,6-dibutoxypyrazin-2,3-dikarbonitrilu). Proto jsme se rozhodli tento meziprodukt nečistit a 

nechat přímo reagovat v další nukleofilní substituci a 1-aza-21-crown-7 za vzniku cílového 

prekurzoru P2d (Schéma 1). I přes modifikaci v postupu přípravy jsme dosáhli velmi nízkého 

výtěžku reakce jen 24 % pro oba kroky reakce. Prekurzor P4 nesoucí objemné terc-

butylsulfanylové skupiny byl připraven rutinní a naší výzkumnou skupinou publikovanou reakcí 

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s terc-butylthiolátem sodným.[121] 

 

Schéma 1 Příprava prekurzorů: (i) bezvodý K2CO3, THF, -12 °C, 2 h; (ii) DBU, butanol, laboratorní 

teplota, 10 min – 1 h; (iii) terc-butanolát draselný, bezvodé THF, Argon, 40 °C, 2,5 h; (iv) 10 % 

Pd/C saturované H2, CH3COOH, MeOH, laboratorní teplota, 12 h; (v) 1M NaOH, butanol, -12 °C, 

1 h; (vi) bezvodý K2CO3, THF, laboratorní teplota, 1 h.  
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Všechny aza-crowny potřebné pro substituci byly komerčně dostupné s výjimkou 1-aza-

21-crown-7, který bylo třeba připravit. Ačkoli příprava tohoto aza-crownu byla v literatuře již 

popsána,[149-151] nepodařilo se nám ho připravit reakcí pentaethylenglykol-di(p-toluensulfonátu) 

s N-benzyldiethanolaminem a NaH jako bází[151] ani jiným publikovaným postupem s CsCl, 

tetrabutylammonium-bromidem a 50 % vodným roztokem NaOH.[150] 1-aza-21-crown-7 byl 

nakonec úspěšně připraven až reakcí pentaethylenglykol-di(p-toluensulfonátu) a N-

benzyldiethanolaminu s přídavkem terc-butanolátu draselného jako báze (s výtěžkem 47 % po 

odchránění benzylové skupiny), podobně jako popisoval ve své publikaci Maeda a kolektiv.[149] 

My jsme ale původní postup v naší práci upravili a nenechali tvořit terc-butanolát draselný in 

situ, ale přidali ho přímo do reakce (Schéma 1). Odchránění benzylové skupiny pak proběhlo dle 

publikovaného postupu redukcí 1-benzyl-1-aza-21-crown-7 vodíkem za katalýzy Pd/C.[150] 

Finální nesymetrické AzaPc 1a-dZn byly připraveny statistickou kondenzací dvou 

rozdílných prekurzorů A (látka P2a-d) a B (látka P4 s objemnými substituenty) v poměru 1:3 (A/B) 

dle Linsteadovi metody s butanolátem hořečnatým jako iniciátorem reakce (Schéma 2). 

Z dlouhodobých zkušeností naší výzkumné skupiny vyplynulo, že hořečnaté AzaPc kongenery se 

při sloupcové chromatografii zadržují na silikagelu, a tím je podstatně ztížena jejich izolace a 

purifikace.[9] Proto Mg2+ byly z centra AzaPc odstraněny reakcí s kyselinou p-toluensulfonovou a 

požadovaný ABBB kongener byl izolován chromatografickými metodami v bezkovové formě (1a-

d2H). V posledním kroku přípravy byl do centra izolovaných nesymetrických AzaPc koordinován 

Zn2+ reakcí s octanem zinečnatým za vzniku cílových zinečnatých AzaPc 1a-dZn. 

 

Schéma 2 Příprava cílových AzaPc senzorů: (i) Mg(BuO)2, butanol při teplotě varu rozpouštědla; 

(ii) kyselina p-toluensulfonová, THF, laboratorní teplota; (iii) Zn(CH3COO)2, pyridin, teplota varu 

rozpouštědla. 

 

Během studia senzorických vlastností připravených senzorů 1a-dZn byl po přídavku 

kationtů alkalických kovů (Li+, Na+, K+) zaznamenán hypso- a hyperchromický posun Q pásu 

absorpčního spektra u citlivého AzaPc senzoru. Tyto změny byly více prohloubeny při zvýšení 

interakce mezi senzorem a kationtem kovu při vyšších koncentracích analytu. K ještě 
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výraznějším změnám v absorpčních spektrech však docházelo po přídavcích kationtů kovů ze 

skupiny kovů alkalických zemin (Ca2+, Ba2+, Mg2+). Už po prvním přídavku kationtu kovu jsme 

zaznamenali rozštěpení Q pásu doprovázeného jeho hypso- a hyperchromickým posunem (Obr. 

52). Tento efekt si vysvětlujeme interakcí mezi kationtem kovu a periferním aminem (donorem), 

který nemůže nadále přispívat elektronovému systému makrocyklu svým volným 

elektronovým párem. Po vyhodnocení naměřených absorpčních spekter jsme vyvodili, že vazba 

kationtů kovů alkalických zemin je v porovnání s vazbou kationtů alkalických kovů mnohem 

silnější a to asi z důvodu vyššího náboje (1+ vs. 2+).  
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Obr. 52 Změny v absorpčních spektrech AzaPc 1bZn sledované v průběhu titrace a) NaClO4 (0 - 

50 mM); b) Ca(ClO4)2 (0 – 70 mM) v MeCN. 

  

Popisovaný efekt byl současně pozorován i při měření fluorescenčních spekter, které 

navíce prokázaly souvislost mezi sílou vazby analytu a selektivitou senzoru. Dle našeho 

očekávání jsme zjistili, že velikost kavity aza-crownu hraje roli ve skupině kationtů alkalických 

kovů (Li+, Na+, K+), kde je selektivita jednoznačně dána velikostí kationtu a jemu odpovídající 

velikosti kavity aza-crownu. Např. AzaPc 1aZn s 1-aza-12-crown-4 byl nejvíce citlivý k Li+, 1cZn 

s 1-aza-18-crown-6 byl více selektivní k K+ (FEF = 12,4) než k Li+ a Na+ (Obr. 54). Senzor 1dZn s 1-

aza-21-crown-7 měl špatné rozpoznávací vlastnosti, důvodem byla nejspíše vyšší flexibilita 

polyethylenglykolového řetězce způsobujícího nižší interakci s kationtem kovu nebo „natažení“ 

aza-crownu do konformace, kde jsou atomy kyslíku příliš blízko sebe, čímž je znemožněno 

navázání kationtu kovu. AzaPc 1bZn byl srovnatelně citlivý k K+ a Na+, tento výsledek byl 

očekáván a byl v souladu s výsledky z předešlého projektu.[8] 

Naproti tomu zajímavým a zcela nečekaným zjištěním byl fakt, že ve skupině kationtů 

kovů alkalických zemin (Ca2+, Ba2+, Mg2+) nehraje velikost kationtu na selektivitu žádnou roli, 

navíc tyto analyty byly do rozpoznávacích center vázány výrazně vyšší silou než alkalické kovy. I 
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když je poloměr těchto kationtů přibližně srovnatelný v jednotlivých periodách s alkalickými 

kovy, jedná se o dvojmocné kationty, a s tím je spojena i jejich vyšší elektronová hustota. Tím si 

vysvětlujeme pevnější vazbu, a s tím spojené účinější blokování ICT a vyšší hodnoty FEF (FEF až 

100×) pozorované při našich titracích (Obr. 53, 54 a Tab. 4). Výjimku opět tvořil AzaPc 1dZn s 1-

aza-21-crown-7, v jehož případě byla opět potvrzena necitlivost ke kationtům kovů 

pravděpodobně z důvodu příliš velké a flexibilní kavity „největšího“ 1-aza-21-crown-7. Silnější 

komplexace kationtů kovů alkalických zemin byla potvrzena také výpočty hodnot F(M+) a 

vazebných konstant KD, které byly porovnány s hodnotami dosaženými u kationtů alkalických 

kovů srovnatelné velikosti. Příkladem ilustrujícím toto tvrzení může být senzor AzaPc 1cZn citlivý 

k K+ (F(M+) = 0,074, KD = 0,25), jehož hodnoty F(M+)  a KD byly při přídavcích Ba2+ (F(M+) = 0,18, 

KD = 0,0023) z hlediska F(M+) 2,4× vyšší a z hlediska hodnoty KD o cca 2 řády nižší. Naměřené 

experimentální údaje (FEF, F, KD) k senzorům 1a-dZn pro titraci konkrétním analytem jsou 

uvedeny v Tab. 4. 
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Obr. 53 Nárůst fluorescence senzoru 1bZn po přídavku Ca(ClO4)2. Ve výřezu uvedena závislost 

F na koncentraci přidaného kationtu.    

 

 

Obr. 54 Nárůst fluorescence vyjádřený jako FEF senzorů 1a-dZn po úplném navázání kationtů 

kovů a) ze skupiny alkalických kovů; b) ze skupiny kovů alkalických zemin titrace provedeny ve 

formě chloristanů nebo thiokyanátů (měřeno v MeCN).  
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Tab. 4 Spektrální a fluorescenční vlastnosti senzorů 1a-dZn v MeCN [a]
. 

Senzor[b] Analyt λabs (log ε) / nm (M-1cm-1) F  (λem) FEF KD / mM 

1aZn volný 656 (5,25) 0,0018 (662) - - 

 + LiClO4  0,067 (652) 37,2 64,31 

 + NaClO4  0,030 (654) 16,7 14,54 

 + KSCN  0,009 (656) 4,4 9,11 

 +Mg(ClO4)2  0,074 (658) 41,1 5,50 

 +Ca(ClO4)2  0,10 (660) 55,6 4,89 

 +Ba(ClO4)2  0,11 (658) 61,1 1,08 

1bZn volný 655 (5,08) 0,0024 (662) - - 

 + LiClO4  0,029 (659) 11,9 0,17 

 + NaClO4  0,064 (656) 26,8 1,51 

 + KSCN  0,059 (658) 24,5 1,89 

 +Mg(ClO4)2  0,23 (661) 95,8 0,38 

 +Ca(ClO4)2  0,17 (661) 71,7 0,0050 

 +Ba(ClO4)2  0,17 (659) 72,1 0,12 

1cZn volný 655 (5,20) 0,0059 (663) - - 

 + LiClO4  0,021 (661) 3,6 0,59 

 + NaClO4  0,011 (661) 1,8 [c] 

 + KSCN  0,074 (656) 12,4 0,25 

 +Mg(ClO4)2  0,093 (659) 15,8 0,13 

 +Ca(ClO4)2  0,16 (663) 27,1 0,0037 

 +Ba(ClO4)2  0,18 (661) 30,5 0,0023 

1dZn volný 656 (5,14) 0,0011 (663) - - 

 + LiClO4  0,003 (664) 2,6 [c] 

 + NaClO4  0,002 (664) 1,6 [c] 

 + KSCN  0,005 (660) 4,6 [c] 

 +Mg(ClO4)2  0,006 (662) 5,5 [c] 

 +Ca(ClO4)2  0,018 (665) 16,2 0,0010 

 +Ba(ClO4)2  0,018 (663) 16,6 0,0013 

 

[a] abs (absorpční maximum Q pásu), ε (extinkční koeficient), F (kvantový výtěžek fluorescence), em (emisní 

maximum) 

[b] c(1a-dM) = 1 μM) 

[c] hodnota nemohla být zjištěna (slabá vazba kationtu kovu).  
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Závěrem lze shrnout, že tento projekt poskytuje důležité informace pro budoucí návrh 

nových AzaPc senzorů. Ověřili jsme hypotézu, že velikost aza-crownu opravdu hraje klíčovou roli 

v selektivním rozpoznávání kationtů alkalických kovů (Li+, Na+, K+). Na druhou stranu, kationty 

kovů alkalických zemin se do centra aza-crownu vážou vlivem dvojmocného charakteru mnohem 

silněji, a proto velikost aza-crownu v tomto případě není faktorem ovlivňujícím selektivitu. 

Experimentální výsledek této práce je zároveň nejspíše vysvětlením, proč komerčně dostupné 

senzory pro rozpoznávání dvojmocných kationtů kovů nevyužívají jako rozpoznávací části aza-

crowny ale jiné rozpoznávací skupiny. Například pro rozpoznávání Ca2+ se využívá skupina BAPTA 

(Calcium Green) nebo pro rozpoznání Mg2+ skupina APTRA (Magnesium Green).  

 

7.1.2 Vliv rigidity rozpoznávací části AzaPc senzoru na vazbu analytu [P2] 

Z projektu [P1] vyplynulo, že velikost aza-crownu není dostatečným strukturálním 

faktorem k zajištění selektivity senzoru k určitému analytu. Při studiu problematiky v odborné 

literatuře[152-154] jsme došli k závěru, že vyšší rigidita rozpoznávacího centra je zásadním 

aspektem ovlivňujícím selektivní vazbu kationtu kovu do rozpoznávacího centra založeného na 

aza-crownu. A proto jsme přišli s myšlenkou připravit sérii AzaPc senzorů s vyšší rigiditou 

rozpoznávacího centra, které by bylo dosaženo substitucí AzaPc dvěma aza-crowny ve vzájemné 

ortho poloze ve specifickém uspořádání „tweezer“ (pinzeta) někdy také označovaného jako 

„sandwich“ nebo „clamshell“. Vzájemná blízká poloha aza-crownů umožňuje vytvoření pevné 

„kapsy“, a tím je podpořena stabilita vazby senzor/analyt. V sérii připravených senzorů jsme 

současně kombinovali i poznatky z [P1] a senzory tak nesly dva totožné aza-crowny s různou 

velikostí kavity: 1-aza-12-crown-4; 1-aza-15-crown-5 a 1-aza-18-crown-6 (Obr. 55). Tento 

projekt byl inovativní i z hlediska toho, že doposud nebyl popsán žádný fluorescenční senzor 

s aza-crowny, které by byly od sebe vzdálené méně než 4 vazby.[155, 156] 

Požadované prekurzory jsme připravili stejně jako v projektu [P1], avšak v nukleofilní 

substituci reagoval 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril s aza-crownem příslušné velikosti pouze 

v jednom kroku za vzniku disubstituovaných prekurzorů P5a-c (Schéma 3). Při předběžných 

reakcích výchozí látky reagovaly při laboratorní teplotě, ale v reakční směsi vznikalo velké 

množství monosubstituovaného P1a-c, a úplné konverze na disubstituovaný produkt nebylo 

dosaženo ani při delších reakčních časech (několik dnů) nebo po přidání nadbytku příslušného 

aza-crownu. Proto se jako zcela zásadní projevilo zahřívání reakce při teplotě varu rozpouštědla 

pro umožnění kompletního zreagování výchozí látky 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu na 
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disubstituovaný produkt P5a-c s dobrými výtěžky (55 – 83 %). Prekurzor P4 byl připraven opět 

dle publikovaného postupu jako v [P1].[121] 

 

Obr. 55 Struktury připravených AzaPc senzorů 2a-cM v rámci projektu [P2], pro porovnání 

zahrnuty i struktury 1a-cM připravené v rámci předešlého projektu [P1]. 

 

 

Schéma 3 Příprava prekurzorů a cílových AzaPc senzorů 2a-cZn s uspořádáním rozpoznávací 

části typu „tweezer“: (i) bezvodý K2CO3, THF, teplota varu rozpouštědla; (ii) Mg(BuO)2, butanol, 

teplota varu rozpouštědla; (iii) kyselina p-toluensulfonová, THF, laboratorní teplota; (iv) 

Zn(CH3COO)2, pyridin, teplota varu rozpouštědla. 

 

Navrhované AzaPc senzory 2a-cZn byly pak připraveny statistickou kondenzací 

prekurzorů A (P5a-c) a B (P4) v poměru 1:3 (A/B) Linsteadovou metodou s butanolátem 

hořečnatým stejně jako v projektu [P1]. Odlišně byla provedena pouze izolace ABBB AzaPc 

kongeneru, která bývá rutinně provedena s AzaPc v bezkovové formě z důvodu minimalizace 
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zadržování na silikagelu. V tomto případě bylo ale možné ABBB kongener čistit sloupcovou 

chromatografií v hořečnaté formě díky velmi rozdílným Rf jednotlivých AzaPc kongenerů. 

Izolovaný nesymetrický AzaPc 2a-cMg byl pak převeden reakcí s kyselinou p-toluensulfonovou 

na bezkovovou formu 2a-c2H. A v závěrečném kroku přípravy byl do centra AzaPc 2a-c2H 

koordinován Zn2+ reakcí s octanem zinečnatým za vzniku cílového zinečnatého AzaPc 2a-cZn 

(Schéma 3). 

Při přídavcích kationtů alkalických kovů a kovů alkalických zemin k senzorům jsme 

pozorovali jen malé změny v absorpčních spektrech související s interakcí mezi analytem a 

senzorem. Ve fluorescenčních spektrech byly však pozorovány mnohem výraznější nárůsty 

intenzit fluorescence vždy vázané citlivostí senzoru k určitému analytu, například u látky 2aZn 

byla odhalena selektivita pouze k Na+, senzor 2bZn rozpoznával K+, Ca2+ a Ba2+ avšak s rozdílnými 

KA (Obr. 56), senzor 2cZn byl selektivní pouze ke K+. Z popisovaných experimentálních výsledků 

vyplývá, že rigidní uspořádání rozpoznávací části „tweezer“ vedlo k podstatnému zlepšení 

selektivity senzorů v porovnání s předchozí sérií senzorů 1a-dZn, kde se kationty kovů vázaly 

preferenčně dle velikosti kavity aza-crownu (s výjimkou kationtů kovů alkalických zemin), avšak 

s poměrně nízkou selektivitou. Uspořádání „tweezer“ nejspíše limituje počet kationtů, které 

mají vhodnou velikost pro vazbu do kavity rozpoznávací části. Velmi zajívavé bylo to, že senzory 

2a-cZn lépe rozpoznávaly větší kationty kovů, než byla odpovídající velikost  kavity jejich aza-

crownu, například 2aZn vázal lépe Na+ než Li+, nebo 2bZn lépe rozpoznával K+ než Na+. 

U připravených AzaPc 2a-cZn jsme současně zaznamenali velmi účinné zhášení 

excitovaných stavů molekul procesem ICT (F < 0,001) díky dvěma donorům na periferii 

makrocyklu. Toto zhášení zajišťovalo mnohem výraznější – méně fluorescentní OFF stavy 

v porovnání s příslušnými látkami pouze s jedním donorem z [P1]. Popisovaný výsledek byl námi 

očekáván jako jedna z výhod, která zajistila u celé série senzorů 2a-cZn vyšší nárůsty 

fluorescence mezi OFF/ON stavy, v některých případech hodnota FEF přesahovala i hodnotu 100 

(Obr. 56). Na druhou stranu efekt zhášení byl natolik účinný, že senzory nebylo možné „úplně“ 

přepnout do ON stavu po přídavku citlivého analytu, což se projevilo nízkými hodnotami 

kvantových výtěžků fluorescence senzorů v přítomnosti analytů (F(M+) < 0,067) a tím i nízkou 

svítivostí senzoru. Tato pozorovaná  nevýhoda byla způsobena nutností blokovat obě donorová 

centra pro ICT tak, aby nedocházelo k částečnému (či úplnému!) zhášení molekuly při blokování 

pouze jednoho ze dvou donorových center.  
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Obr. 56 Senzorické vlastnosti v THF. a) závislost F senzoru 2bZn na koncentraci K+. b) 

Fluorescenční spektra 2bZn (1 µM) během titrace K+. c) Jobova metoda pro studium interakce 

2bZn a K+ (c(K+ 2bZn) = 10 µM).d) Absorpční spektra 2bZn (1 µM) během titrace K+. FEF pro senzor 

2aZn (e), 2bZn (f), 2cZn (g) pro různé kationty kovů. 

 

Z titračních experimentů dále vyplynulo, že vazba iontů do rozpoznávacího centra 

senzoru je zcela odlišná pokud porovnáme předchozí sérii látek 1a-dZn a látky s uspořádáním 

„tweezer“ 2a-cZn. V případě látek 1a-dZn měla titrační křivka pouze jednu fázi. Avšak v případě 

senzorů 2a-cZn byly často pozorovány bifazické titrační křivky (Obr. 57). Teoreticky je možné, že 

dva kationty mohou být koordinovány do centra obou aza-crownů současně (stechiometrie 1:2 

senzor/analyt) nebo jeden kationt se může koordinačně vázat mezi dva aza-crowny 

(stechiometrie 1:1 senzor/analyt) (Obr. 58). V prvním případě je nutné, aby se oba kationty 

koordinovany do centra aza-crownu současně pro přepnutí senzoru do ON stavu, protože i jedno 

volné donorové centrum je stále schopno účinně zhášet excitované stavy molekuly. Dvě fáze 
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titrační křivky byly pozorovány po přídavcích kationtů s velikostí ideální pro vazbu do kavity aza-

crownu nebo s velikostí menší než byly velikosti kavity aza-crownu. V souladu s naším 

teoretickým vysvětlením, v první fázi křivky byla vazba kationtu doprovázena pouze malým 

nárůstem fluorescence 1,3 – 1,8× avšak vysokými hodnotami KA. Druhá fáze titrace byla 

uskutečněna při vyšších koncentracích analytu (200 – 400 mM) s KA hodnotami nižšími než 10 

M-1.  Například Na+ se vázal v první fázi titrace do centra senzoru 2aZn s poměrně vysokou KA 

(21 000 M-1) a středně vysokým nárůstem fluorescence 7,7×, se zvýšením koncentrace Na+ se ale 

nejspíše změnil charakter vazby a byla preferována vazba dvou kationtů Na+ zvlášť do každého 

aza-crownu s vysokým celkovým nárůstem fluorescence 291×. 
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Obr. 57 Příklad titrační křivky se dvěma fázemi (závislost F senzoru 2bZn na koncentraci Na+) 

měřeno v THF. 

 

Obr. 58 Předpokládané modely vazby kationtů kovů do rozpoznávacího centra typu „tweezer“ 

s přiloženými iontovými poloměry pro jednotlivé kationty. a) stechiometrie vazby 1:1 

(senzor/analyt). b) stechiometrie vazby 1:2 (senzor/analyt).  
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Popsaný typ vazby s bifazickou křivkou nebyl ale pro všechny analyty stejný, výjimku 

tvořily větší kationty kovu, než byla velikost příslušného aza-crownu senzoru (např. 2bZn/K+; 

2bZn/Ba2+). V tomto případě se vazba analytu projevila okamžitým vysokým nárůstem 

fluorescence 22 – 413× a titrační křivkou s jednou fází. Toto chování je nejspíše způsobeno 

účinným blokováním obou donorů pro ICT „vmezeřením“ většího kationtu mezi oba dva aza-

crowny. Naše vysvětlení bylo současně doloženo studiem stechiometrie vazby senzor/analyt 

pomocí Jobovy metody, kdy jsme u „větších“ kationtů kovů nalezli stechiometrii vazby 1:1 pro 

senzor/analyt. 

Mimo struktury senzoru je za jeden z nejvýznamnějších faktorů ovlivňujících vazbu 

senzoru a analytu považovaný efekt rozpouštědla.[157] Velikost kationtu kovu se může zvětšit 

vlivem solvatace, a tím se může změnit i vhodná velikost aza-crownu preferovaného pro 

koordinaci. Navíc vlivem rozpouštědla může také docházet k různým změnám v konformaci aza-

crownu. Efekty dané solvatací lze jednoduše odhadovat z Gutmannových donorových čísel,[158] 

kde vyšší hodnota indikuje vyšší solvataci. Například voda (18), MeOH (19) a THF (20) mají silný 

solvatační efekt, naproti tomu běžná organická rozpouštědla mají tento efekt nižší MeCN (14,1), 

benzonitril (11,9), dichlormethan (1,0).[159] Z literatury[160] jsme dále zjistili, že voda může výrazně 

snižovat stabilitu vazby senzor/analyt, proto jsme se rozhodli tento efekt prostudovat také u 

našeho senzoru 2bZn. Zjistili jsme, že i stopová množství vody vedou k výraznému poklesu 

kvantových výtěžků fluorescence během přídavků citlivého analytu (Obr. 59) a že ačkoli 

Gutmannovo donorové číslo je srovnatelné pro THF a vodu, THF jako rozpouštědlo nemůže 

simulovat vodné prostředí a my pro zamýšlenou biologickou aplikaci musíme zajistit, aby AzaPc 

senzory pracovaly ve vodě. 
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Obr. 59 Vliv vody na kvantové výtěžky fluorescence u 2bZn titrovaného K+. a) Titrace 2bZn 

rozpuštěného v bezvodém THF s přídavky KSCN rozpuštěného v bezvodém MeOH. b) Postupné 

přídavky vody k roztoku 2bZn v bezvodém THF obsahujícím přídavem KSCN v bezvodém 

MeOH.  
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Na základě výše popsaného jsme se rozhodli použít 2bZn jako modelový senzor  pro 

přípravu křemičitých 2bZn@NP a ověřit, zda je možné senzorické vlastnosti testované 

v prostředí organických rozpouštědel extrapolovat na vodné prostředí. Během fluorescenčních 

titrací 2bZn@NP různými kationty alkalických kovů a kovů alkalických zemin byly pozorovány 

téměř stejné závislosti jako v prostředí organických rozpouštědel. Senzor 2bZn@NP byl citlivý 

k K+ s nárůstem fluorescence 17× (KA = 82 M-1) a necitlivý k Na+, Li+, Mg2+. Přídavky Ca2+ a Ba2+ se 

projevily nárůstem fluorescence avšak při koncentracích o několik řádů vyšších než je biologicky 

relevantní koncentrace. To bylo dále potvrzeno titrací 2bZn@NP K+ v přítomnosti Na+ a Ca2+ při 

jejich fyziologických, resp. suprafyziologických koncentracích. Přítomnost kompetitivních iontů 

neměla vliv na průběh titrační křivky (Obr. 60) a senzor 2bZn@NP vykázal uspokojivý nárůst 

fluorescence (5×) i při suprafyziologických koncentracích Na+ (150 mM) a Ca2+ (100 mM).[2] 

Senzorické vlastnosti byly více než srovnatelné se dvěma nejčastěji využívanými komerčně 

dostupnými senzory PBFI (FEF = 3,0; KA = 200 M-1; EM = 557 nm) a CD222 (FEF = 3,7; KA= 1110 

M-1; EM = 480 nm) pro detekci K+ ve vodě.[2] 2bZn@NP však nabízí vyšší FEF = 17 a mnohem 

výhodnější červenou oblast emise EM = 671 nm pro využití v biologické aplikaci. 
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Obr. 60 Titrace 2bZn@NP K+ ve směsi voda/kyselina octová 3:1 v přítomnosti různých 

koncentrací Na+ a Ca2+. 

 

Závěrem lze shrnout, že v rámci tohoto projektu byly připraveny AzaPc senzory 2a-cZn 

s vyšší rigiditou rozpoznávacího centra díky dvěma aza-crownům v uspořádání „tweezer“. Tímto 

byla podstatně zvýšena selektivita a citlivost senzorů v porovnání se sérií senzorů připravených 

v předešlé studii [P1]. Nejlepší látkou série byl senzor 2bZn, který byl citlivý k K+ s vysokou KA 
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(14 000 M-1) a nárůstem fluorescence 22×. Ze senzoru 2bZn byly dále připraveny 2bZn@NP a 

senzorické vlastnosti byly potvrzeny také ve vodném prostředí.  

Hlavní nevýhodou této série senzorů 2a-cZn a oblastí, kterou je nutné zlepšit v další 

výzkumné práci, jsou nízké kvantové výtěžky fluorescence v ON stavech senzorů, které 

nepřesáhly hodnotu 0,067 v případě citlivého analytu a byly způsobené nutností blokovat obě 

donorová centra pro ICT. 

 

7.1.3 Porovnání rozpoznávacích částí AzaPc senzorů [P3] 

V projektu [P2] jsme experimentálně dokázali, že zvýšení rigidity rozpoznávacího centra 

má vliv na selektivní vazbu analytu. Připravené senzory 2a-cZn byly vysoce selektivní k určitému 

analytu, ale jejich velkou nevýhodou byly velmi nízké hodnoty kvantových výtěžků fluorescence 

v ON stavech, které omezovali budoucí využití senzorů kvůli jejich nízké svítivosti. Proto jsme 

navrhli „nové“ AzaPc senzory 3a-bZn a 4a-bZn (Obr. 61) s jedním donorovým centrem a 

zvýšenou rigiditou podobně jako u senzorů s uspořádáním rozpoznávací části typu „tweezer“. 

 

Obr. 61 Struktury AzaPc senzorů zapojených do studie. Čtyři typy uspořádání rozpoznávacích 

částí (A) mono-aza-crown; (B) kombinace aza-crownu s lariat etherem; (C) kombinace aza-

crownu s dalším crownem a (D) dva aza-crowny v uspořádání „tweezer“.  

 

U senzorů 3a-bZn  je rozpoznávací část tvořena 1-aza-18-crown-6 s vhodnou velikostí 

kavity pro koordinaci K+ do centra aza-crownu a s rigiditou posílenou lariat etherem v ortho 

poloze, který by byl po navázání analytu schopen kationt kovu „obejmout“, a tím vazbu 

senzor/analyt stabilizovat. U 4a-bZn rozpoznávací centrum tvoří menší 1-aza-15-crown-5 

s dalším přídavným 2-hydroxymethyl-12-crown-4 v ortho poloze pro zvýšení rigidity vazby. 
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V tomto návrhu byl předpokládán odlišný charakter vazby K+ mezi oba crowny, které by svíraly 

kationt kovu nahoře a dole jako „čepička“. Senzory 3aZn a 4aZn mají na periferii navázané 

objemné substituenty bránící nežádoucí agregaci tvořené šesti terc-butylsulnalovými skupinami. 

V případě senzorů 3bZn a 4bZn jsou objemné části tvořeny šesti hydrofilnějšími 4-

(hydroxymethyl)-2,6-diisopropylfenylovými skupinami, které by umožňovaly imobilizaci senzoru 

na fólii a budoucí přípravu senzorického zařízení. 

Nejprve jako v předešlých projektech [P1] a [P2] bylo třeba připravit příslušné 

prekurzory (Schéma 4) pro cyklizační reakci, kterou by byly následně připraveny nové AzaPc 

senzory 3a-bZn a 4a-bZn. Meziprodukty reakcí P1b a P1c byly připraveny nukleofilní substitucí 

5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s aza-crownem příslušné velikosti, jak bylo popsáno v práci 

[P1]. P1c poté reagoval s 2,2´-oxydiethan-1-olem a NaOH jako bází za vzniku meziproduktu P6 

(výtěžek 79 %). Čistění meziproduktu P6 bylo provedeno přímo sloupcovou chromatografií bez 

předchozího vytřepávání z důvodu zvýšené hydrofility meziproduktu, a tím i obtížného 

přecházení do organické vrstvy ve směsi ethylacetát/voda. Nakonec byla ochráněna terminální 

hydroxylová skupina prekurzoru P6 reakcí s 3,4-dihydro-2H-pyranem za vzniku prekurzoru P7 

(výtěžek 55 %). Při přípravě prekurzoru P9 nukleofilní substitucí intermediátu P1b s 2-

hydroxymethyl-12-crown-4 a NaOH jako bází všechny pokusy selhaly – TLC analýza prokázala 

vznik mnoha vedlejších produktů nebo možný rozklad produktu reakce. Proto jsme k přípravě 

P9 museli přistoupit obráceně a nejprve připravit mono-substituovaný meziprodukt P8 

nukleofilní substitucí 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu s 2-hydroxymethyl-12-crown-4, kde 

po vyzkoušení několika bází (NaOH, K2CO2, triethylamin) se jako nejlepší osvědčil triethylamin 

poskytující nejvyšší výtěžky (59 %).  

Symetrické prekurzory P4 a P11 byly připraveny (Schéma 4) v jednom kroku nukleofilní 

substitucí 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitrilu a terc-butylthiolátu[121] nebo 4-(hydroxymethyl)-

2,6-diisopropylfenolátu (P10) s NaOH jako bází (výtěžky P4 77 % a P11 98 %). Příslušný fenolát 

pro přípravu P11 bylo nutné nejprve připravit redukcí 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzaldehydu 

pomocí NaBH4 v MeOH (výtěžek 94 %). Pokus o přípravu prekurzoru P11 opačným postupem, 

kdy reagoval nukleofilní substitucí 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril s 4-hydroxy-3,5-

diisopropylbenzaldehydem, a poté následovala redukce NaBH4 na pyrazinovém derivátu, byl 

také úspěšný ale s nižšími výtěžky (67 % pro nukleofilní substituci a 60 % pro redukci).  
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Schéma 4 Příprava prekurzorů A a B pro AzaPc senzory: (i) 1-aza-18-crown-6, bezvodý K2CO3, 

THF, -12 °C, 2 h; (ii) 2,2´-oxydiethan-1-ol, NaOH, THF/voda, laboratorní teplota, 1 h; (iii) 3,4-

dihydro-2H-pyran, pyridinium p-toluensulfonát, chloroform, teplota varu rozpouštědla, 4 h; (iv) 

1-aza-15-crown-5, bezvodý K2CO3, THF, -12 °C, 3 h; (v) 2-hydroxymethyl-12-crown-4, NaOH, 

THF/voda, laboratorní teplota, 90 min; (vi) 2-hydroxymethyl-12-crown-4, triethylamin, THF, 

laboratorní teplota, 2,5 h; (vii) 1-aza-15-crown-5, K2CO3, THF, laboratorní teplota, 3 h; (viii) 

NaOH, THF/voda, laboratorní teplota, 1 h; (ix) terc-butylthiol, NaOH, THF/voda, laboratorní 

teplota; (x) 4-hydroxy-3,5-diisopropylbenzaldehyd, NaBH4, MeOH, laboratorní teplota, 30 min. 

 

Pro přípravu senzorů 3a-bZn a 4a-bZn nebyl možný postup přípravy Linsteadovou 

metodou[161] jako v [P1] a [P2] kvůli nestabilitě alkyloxy skupin prekurzorů P7 a P9 a vysoce 

pravděpodobné výměně těchto substituentů za butoxy skupiny rozpouštědla (butanol), jak bylo 

podobně dříve popsáno naší skupinou.[162] Proto byla pro přípravu senzorů 3a-bZn a 4a-bZn 
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zvolena templátová metoda, která je v kapitole 5.1.2 uvedena jako další z možných přístupů 

v přípravě AzaPc a v tomto konkrétním je i šetrnější volbou. Nesymetrický prekurzor P7 nebo P9 

reagoval s příslušným symetrickým prekurzorem (P4 nebo P11) opět v poměru 1:3, reakce však 

probíhala v přítomnosti octanu zinečnatého a výševroucího rozpouštědla (pyridin). Izolace 

zinečnatého kongeneru ABBB je vždy velmi obtížná, proto prekurzory P7, P8 byly navrženy tak, 

aby měly více hydrofilní charakter ve srovnání s prekurzory P4 a P11, a tím byla umožněna 

snadnější izolace díky rozdílným Rf. Výtěžky této reakce byly poměrně nízké (5 – 9 %) z důvodu 

již zmíněné obtížnější separace při čištění sloupcovou chromatografií a nutností opakování 

několika cyklů čištění. V závěru je ale nutné uvést, že výtěžky reakcí i tak byly srovnatelné 

s celkovými výtěžky tří-krokové přípravy AzaPc Linstedovou metodou, což není vůbec špatný 

výsledek. 

Senzorické vlastnosti připravených senzorů 3aZn a 4aZn jsme poté studovaly 

fluorescenčními titracemi kationty alkalických kovů, kovů alkalických zemin a NH4
+ (ve formě 

triflátů) a srovnaly je s látkami připravenými dříve v  [P1] a [P2]. Nejprve jsme se zaměřili na 

prozkoumání vlivu různé rigidity rozpoznávací části senzorů a pro toto studium vybrali látky 

1cZn, 3aZn, 4aZn a 2bZn s očekávanou citlivostí k K+. Senzor 1cZn s nejjednodušší rozpoznávací 

částí typu mono aza-crown rozeznával K+ s nízkou KA (KA = 0,25 M-1; FEF = 4) a byl o něco více 

citlivý k jiným kationtům kovů (Ca2+ s KA = 1,5 M-1 a Ba2+ s KA = 1,4 M-1). Nové senzory 3aZn a 

4aZn, kde vazba analytu je podpořena lariat etherem nebo dalším crownem v ortho pozici, měly 

navzájem srovnatelné vlastnosti. Ve srovnání s AzaPc 1cZn se jejich citlivost k K+ zvýšila pouze 

nepatrně (3aZn KA = 0,49 M-1 a 4aZn KA = 0,63 M-1), avšak s dvakrát vyšším nárůstem fluorescence 

mezi OFF/ON stavem (3aZn FEF = 7,4; 4aZn FEF = 7,9). Dalším důkazem účinného blokování ICT 

silnou vazbou analytu byla v tomto případě naměřená vyšší hodnota F(M+) (0,1) v ON stavu. 

3aZn a 4aZn se ukázaly mimo to také jako skvělé senzory pro rozpoznávání Ba2+ (3aZn KA = 11; 

FEF = 21 a 4aZn KA = 1,2; FEF = 13) s vysokými kvantovými výtěžky fluorescence v ON stavu (F 

> 0,20) a výhodnou necitlivostí k Ca2+. U senzoru 2bZn s rozpoznávacím centrem typu „tweezer“, 

tedy dvěma donorovými centry, velmi silný efekt ICT nedovolil po přídavku K+ úplné přepnutí 

senzoru do ON stavu. 2bZn sice dosáhl nejvyššího nárůstu fluorescence po přídavku K+ (FEF = 

14), ale kvantový výtěžek fluorescence v ON stavu byl velmi nízký (F = 0,0055). Z tohoto 

pohledu nově připravené senzory 3aZn a 4aZn s obdobnou rigiditou rozpoznávacího centra a 

jedním donorovým centrem jsou dobrou alternativou pro detekci K+ případně Ba2+ kationtů. 

Z hlediska přípravy senzorických zařízení je důležité, aby indikátory byly dostatečně 

lipofilní z hlediska pevného ukotvení v matrici a zábraně „vytečení“ indikátoru z matrice do 

vodného roztoku. Na druhé straně příliš lipofilní látky trpí sklonem k nežádoucí agregaci. Proto 
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jsme připravili hydrofilnější senzory 3bZn a 4bZn, které měly identickou rozpoznávací část s 3aZn 

a 4aZn, a experimentálně dokázali, že vykazují i plně srovnatelné senzorické vlastnosti. 

Naměřené experimentální údaje (F, FEF, KA) k senzorům 1cZn, 3a-bZn, 4a-bZn a 2bZn pro titraci 

konkrétním analytem jsou uvedeny v Tab. 5. 

 

Tab. 5 Senzorické vlastnosti studovaných senzorů v THF (analyty ve formě triflátů)[a]. 

  1cZn 3aZn 3bZn 4aZn 4bZn 2bZn 

Volná 
forma 

F
[b] 0.011 0.012 0.014 0.017 0.010 0.00039 

 λmax 654 654 637 653 637 654 

 ε 165 000 183 000 183 000 142 000 128 000 158 000 

 Fmax 667 667 643 666 646 670 

        

Na+ F
[b] 0.015 0.013 0.027 0.035 0.021 0.0013 

 FEF 1.4 1.1 1.9 2.0 2.1 3.3 

 KA
[c] - - - - - - 

        

K+ F
[b] 0.044 0.092 0.086 0.14 0.090 0.0055 

 FEF 4.0 7.4 6.0 7.9 8.9 14 

 KA
[c] 0.25 0.49 2.9 0.63 3.0 XXX 

        

Li+ F
[b] 0.011 0.012 0.013 0.017 0.0081 0.00040 

 FEF 1.0 1.0 0.9 1.0 0.8 1.0 

 KA
[c] - - - - - - 

        

NH4
+ F

[b] 0.011 0.029 0.023 0.016 0.0095 0.00035 

 FEF 1.0 2.3 1.6 0.9 0.9 0.9 

 KA
[c] - - - - - - 

        

Ca2+ F
[b] 0.048 0.042 0.018 0.016 0.0095 0.0022 

 FEF 4.4 3.4 1.2 1.0 0.9 5.5 

 KA
[c] 1.5 - - - - - 

        

Ba2+ F
[b] 0.23 0.26 0.21 0.21 0.18 0.17 

 FEF 22 21 15 13 18 439 

 KA
[c] 1.4 11 53 1.2 17 0.06 

        

Mg2+ F
[b] 0.011 0.021 0.012 0.015 0.028 0.0079 

 FEF 1.0 1.7 0.9 0.9 2.8 20 

 KA
[c] - -  - - - 

 
[a] λmax – absorpční maximum Q pásu (nm), ε – molární absorpční koeficient (mol-1dm-3cm-1), Fmax – poloha maxima 

fluorescence (nm) 

[b] jako referenční látka byl použit ZnPc (F = 0,32 v THF). 

[c] KA (M-1) bylo stanoveno z F.  
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V dalším kroku naší studie jsme pro demonstraci možné biologické aplikace připravili ze 

senzoru 3aZn křemičité NP (3aZn@NP) a senzorické vlastnosti ověřili také ve vodě. Senzor 

3aZn@NP byl selektivní pouze k Ba2+ a K+, tak jako tomu bylo při studiu v prostředí organického 

rozpouštědla, avšak dosažení plateau senzoru nebylo možné v případě ani jednoho kationtu 

z důvodu nutné vyšší koncentrace soli, které nebylo možné dosáhnout kvůli omezené 

rozpustnosti obou solí ve vodě. 

Následujícím cílem našeho projektu bylo detailní prozkoumání role aniontu soli na 

rozpoznávání kationtu kovu. Pro potřeby studie jsme zvolili rozdílné Na+ soli (slabě koordinující: 

SCN-, CF3SO3
-, ClO4

-; středně koordinující: Br- a silně koordinující anionty: NO3
-) z důvodu jejich 

vyšší rozpustnosti v porovnání s K+ solemi. Současně jsme zapojili do studie vhodné senzory, 

s rozdílnou rigiditou rozpoznávací části a předpokládanou preferenční citlivostí k Na+ (1bZn, 

2aZn) nebo jen částečnou schopností rozpoznávat Na+ (4aZn). Dle našeho očekávání byly po 

přídavcích analytů pozorovány signifikantní změny u různých typů Na+ solí. Například NaNO3 

nezpůsobil po přídavku žádný nárůst fluorescence u všech senzorů (FEF = 1), zatímco přídavek 

NaSCN vedl k signifikantním nárůstům fluorescence: 1bZn (FEF = 9,1), 2aZn (FEF = 9,2), nejvíce 

markantní nárůst byl zaznamenán u látky s rozpoznávací částí typu „tweezer“ 4aZn se 

selektivitou k Na+ (FEF = 88,2). Velmi zajímavým zjištěním bylo, že citlivost senzorů stoupala 

v řadě solí NO3
- < Br- < CF3SO3

- < ClO4
- << SCN- (Obr. 62). Dle studia v literatuře se následně 

ukázalo, že experimentálně získaná závislost kopíruje závislost iontů se schopností štěpit 

vodíkové vazby tzv. Hofmeisterovu řadu.[163] Z výše uvedeného vyplývá, že také aniont soli 

použité při titraci může signifikatně ovlivňovat vazbu analytu do rozpoznávací části senzoru, a 

proto na něj musí být brán zřetel především při porovnávání výsledků publikovaných v různých 

článcích.  
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Obr. 62 Role aniontu soli na rozpoznávání analytu (různé typy sodných solí).  
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V rámci tohoto projektu byly tedy připraveny „nové“ AzaPc senzory 3a-bZn a 4a-bZn 

s jedním donorem pro ICT a zvýšenou rigiditou podobně jako u senzorů typu „tweezer“ tentokrát 

docílenou lariat etherem nebo dalším crownem v blízkosti rozpoznávací části. 3a-bZn a 4a-bZn 

senzory měly zachovanou citlivost k K+ případně Ba2+ iontům, ale současně odstranily díky pouze 

jednomu donorovému centru hlavní nevýhodu senzorů z [P2] a vykazovaly vysoké kvantové 

výtěžky fluorescence (F(M+) > 0,20) v ON stavu. Možné využití v biologické aplikaci bylo 

demonstrováno přípravou 3aZn@NP a experimentálním ověřením senzorických vlastností ve 

vodě. Ve druhé části studia jsme popsaly silný vliv aniontu soli na citlivost rozpoznávání analytu 

aza-crowny. Objevili jsme, že citlivost ke kationtu soli roste v řadě aniontů NO3
- < Br- < CF3SO3

- < 

ClO4
- << SCN-, a proto při studiu senzorických vlastností musí být věnována pozornost nejen 

citlivosti ke kationtu kovu, ale také k typu soli použité při titraci.  
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7.2 Vývoj a studium nových CO2 senzorů založených na pH-senzitivních AzaPc [P4] 

V rámci mé výzkumné stáže v Rakousku jsem se zabýval studiem využití pH-senzitivních 

AzaPc jako indikátorů v CO2 senzorech. V plastickém typu senzoru je pH-senzitivní indikátor (Ind) 

uložen v hydrofobní polymerové matrici společně s lipofilní bází, která indikátor deprotonizuje 

(nefluorescentní OFF stav) v nepřítomnosti analytu. CO2 poté difunduje semipermeabilní 

silikonovou membránou do citlivé vrstvy, kde v přítomnosti vody protonizuje indikátor, čímž 

dojde v případě AzaPc k signifikantnímu nárůstu fluorescence viz rovnice (4).[164, 165] 

 

𝐶𝑂2 +  𝐻2𝑂 + 𝐼𝑛𝑑−𝐵𝑎𝑠𝑒+  ↔  𝐻𝐶𝑂3
−𝐵𝑎𝑠𝑒+ + 𝐼𝑛𝑑𝐻    (4) 

 

Motivací pro vývoj nových CO2 senzorů bylo především zavedení a ověření funkce 

nového indikátoru založeného na AzaPc, který by přinesl vylepšení v podobě optimálních 

spektrálních vlastností a možnosti modifikace pKA,[145]
 což je nespornou výhodou v porovnání 

s konvenčně používanými indikátory jako je HPTS nebo indikátory založené na 

trifenylmethanových barvivech.[166, 167] Oblastí, kterou jsme chtěli detailněji prostudovat, bylo 

použití vedle konvenční ethylcelulózové matrice také použití nových matric založených na 

polyuretanových elastomerech s různým obsahem vody (5-25 %). Nové matrice jsou 

v současnosti intenzivně studovaným a vyhledávaným nástrojem z hlediska možnosti „vylazení“ 

citlivosti senzoru k pCO2 v určitém dynamickém rozsahu a minimalizace vlivu vnějších podmínek. 

Pro potřeby naší studie byly zvoleny zinečnaté AzaPc s jednou (5aZn), dvěma (5bZn) nebo čtyřmi 

(5cZn) fenolovými substituenty (Obr. 63), které byly nedávno popsané jako červeně emitující 

(EM = 660 nm) pH indikátory  pro bazickou oblast (pKA ≈ 12,6)[32] a v naší studii by byly vhodnými 

indikátory v CO2 senzorech. 

Na počátku projektu bylo třeba nalézt vhodnou matrici pro vložení AzaPc indikátorů. 

Prvním pokusem byla volba konvenčně využívané EC matrice pro nekovalentní vazbu indikátoru 

5aZn, 5bZn, 5cZn nebo kontrolní látky KLX s TOAH jako bází. Avšak fólie obsahující AzaPc 

indikátory po expozici CO2 nevykázaly dostatečný nárůst fluorescence, a to z důvodu 

nedostatečného zhášení fluorescence v OFF stavu u senzoru s 5aZn nebo nedostatečného 

přepnutí do stavu ON v případě senzorů s 5bZn a 5cZn. Tento neúspěch jsme si vysvětlovali 

absencí vody v hydrofobní EC matrici, AzaPc indikátory jsou sice také hydrofóbní, ale pro 

přepnutí senzoru do ON stavu po průchodu CO2 hraje malé množství vody nejspíše důležitou 

roli. To bylo později dokázáno i na tom, že senzory založené na AzaPc indikátorech byly citlivé 
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pouze na CO2 s určitou humiditou nikoli na suchý plynný CO2. Celá tato teorie je dále podpořena 

faktem, že jiné indikátory s dobrou odezvou v EC matrici jsou většinou více hydrofilní, což může 

zajistit potřebné „lokální“ množství vody. 

 

Obr. 63 Struktury AzaPc indikátorů 5a-cZn využité pro přípravu CO2 senzorů a kontrolní látka 

KLX (stále ON stav). 

 

Proto jsme se rozhodli pro hydrofobní AzaPc indikátory vybrat matrice s určitým 

obsahem vody, jako jsou amfifilní polyurethanové elastomery komerčně dostupné pod 

označením HydroMedTM a HydroThaneTM, které obsahují hydrofilní i hydrofobní domény 

s obsahem vody 5-95 %. Ačkoli některé studie již popisovaly matrici HydroMedTM D4 (50 % 

obsahu vody) jako vhodnou pro přípravu optických senzorů,[168, 169] my se rozhodli spíše 

prostudovat matrice s nižšími obsahy vody HydroThaneTM 5, 15, 25 (5, 15 a 25 % vody), a to 

z několika důvodů. Vyšší obsah vody v matrici (nad 40 % obsahu vody) může způsobit 

mechanickou nestabilitu fólie a navíce lipofilní charakter AzaPc může v matrici s vyšším obsahem 

vody vyústit v nežádoucí agregaci indikátoru.  
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Proto indikátory 5a-cZn a kontrolní látka KLX byly nekovalentně vloženy do matric 

HydroThaneTM 5, 15 a 25. Po expozici CO2 byly zaznamenány méně výrazné změny v absorpčních 

spektrech se dvěma isosbestickými body (při 595 a 652 nm) dokazujícími, že změny jsou 

způsobeny přechodem jedné formy (fenolát) senzoru na druhou (fenol) (Obr. 64). V emisních 

spektrech byly změny více markantní a zaznamenali jsme signifikantní nárůsty fluorescence 

závislé na pCO2, čímž jsme potvrdili citlivost připravených senzorů k pCO2. 
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Obr. 64 Změny v absorpčních (a) a emisních (b) spektrech senzoru s indikátorem 5aZn a TBAH 

bází v matrici HydroThaneTM 25 po expozici CO2 (0 – 95 kPa. 85% relativní humidity), c) 

fotografie senzorických fólií pod UV (excitace při 365 nm) ve vodě s N2 (OFF stav) a CO2 (ON 

stav). 

 

V dalším kroku naší práce bylo třeba nalézt nejlepší AzaPc indikátor pro potřeby našeho 

dalšího studia, proto jsme senzory s 5a-cZn vzájemně srovnaly a jako nejlepší látku vybrali 

indikátor 5aZn obsahující jen jednu donorovou skupinu pro ICT. Senzor s 5aZn po expozici CO2 

totiž vykázal nárůst fluorescence srovnatelný s kontrolní KLX (stále ON), a tím bylo dokázáno 

účinné blokování ICT a „dokonalé“ přepnutí senzoru do ON stavu (Obr. 65). Naproti tomu 

senzory s indikátory 5bZn a 5cZn měly intenzity fluorescence po  expozici CO2 ve srovnání se 

senzorem obsahujícím 5aZn poloviční, protože v jejich případě je pro účinné blokování ICT nutná 

interakce všech donorových skupin s analytem. Tento výsledek nebyl pro nás překvapující 

z hlediska dříve publikovaných výsledků[9, 122] týkajících se účinného blokování ICT (viz kapitola 

4.9.1). 

Poté bylo naším úkolem vybrat nejvhodnější matrici, a proto jsme připravili senzory 

s 5aZn indikátorem a bází TBAH s různými matricemi HydroThaneTM 5, 15 a 25 lišícími se 

obsahem vody (5, 15 a 25%). Nejlepší vlastnosti měl senzor s matricí HydroThaneTM 25, výsledky 

byly opakovatelné s výbornou citlivostí k pCO2 v rozsahu 0 – 5 kPa se zároveň nejvyššími nárůsty 

fluorescence (12×) mezi OFF/ON stavy v rozsahu 0-95 kPa pCO2. HydroThaneTM 15 se zdál být 

také využitelným pro přípravu CO2 senzorů, avšak měl nižší nárůst fluorescence (jen 5×). 
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Nejméně reprodukovatelné výsledky měla matrice HydroThaneTM 5 a možným vysvětlením 

špatné reprodukovatelnosti měření je nejspíše nízký obsah vody.  
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Obr. 65 Změny intenzity fluorescence při 672 nm pro senzory s indikátory 5a-cZn s TOAH a 

kontrolní látkou KLX v matrici HydroThaneTM 5 po expozici CO2 při 25 °C (exc = 382 nm). 

 

Hlavní nevýhodou plastických CO2 senzorů založených na EC matrici je citlivost na 

teplotu. Při vyšších teplotách dochází k poklesu citlivosti senzoru, která může vést k negativně 

falešným výsledkům měření. Proto naším dalším cílem bylo studium vlivu teploty (při 15, 25 a 

35 °C) na citlivost k CO2 u senzorů obsahujících indikátor 5aZn a bázi TBAH s matricí 

HydroThaneTM 5, 15 a 25. Senzor s matricí HydroThaneTM 25 dosahoval opět nejlepších 

vlastností, měl stejnou citlivost k CO2 při všech teplotách do 2 kPa CO2 a pouze malé změny byly 

zaznamenány pro teploty 15 a 25 °C v rozsahu měření pCO2 2 – 93 kPa, a je tak nejhodnější pro 

přípravu optických CO2 senzorů. V případě matric HydroThaneTM 5 a 15 byly změny citlivosti 

k CO2 vlivem teploty více výrazné.  

Jak bylo již výše zmíněno, v plastickém typu senzoru je k indikátoru přidávána báze, která 

udržuje indikátor v deprotonizované nefluorescentní formě (OFF stav). Nejčastěji je volen 

TOAH[148, 170] ze skupiny tetraalkylammonium-hydroxidů. Z literatury jsme zjistili, že volbou méně 

stericky náročných bází dochází k signifikantnímu poklesu citlivosti senzorů.[171] Proto nás 

v neposlední řadě zajímal vliv různě stericky náročných bází ze skupiny tetraalkylammonium-

hydroxidů (TOAH, TBAH a tetraethylammonium-hydroxid (TEAH)) na finální citlivost CO2 

senzoru. Po vyhodnocení experimentálních dat jsme došli k závěru, že rozměrnost a tedy 

lipofilita báze opravdu koreluje s citlivostí senzoru a my takto můžeme připravit senzory 

s různými citlivostmi dle volby báze v řadě TOAH < TBAH < TEAH (Obr. 66). Například senzor 

s TOAH byl citlivý při vyšších pCO2 (0-50 kPa). Přidání TBAH báze k senzoru zvýšila citlivost asi o 
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polovinu v porovnání s TOAH. Senzory s TOAH a TBAH by tak díky své citlivosti mohly nalézt 

uplatnění v monitorování biologických hladin CO2 (v dechu pacienta) nebo v biotechnologických 

aplikacích. Senzor s TEAH byl citlivý i při velmi nízkým hladinám CO2 (≈ 2 kPa, při 25 °C), což může 

být velmi výhodné pro aplikaci v environmentálním monitorování CO2. Ovlivnění citlivosti 

senzoru výběrem báze je způsobeno tím, že hydrofobní více rozměrné báze (TOAH) brání, aby 

se voda dostala do blízkosti báze a naopak více  hydrofilní báze jako TEAH jsou více hydratovány. 

Tato teorie je podpořena důležitým obsahem vody v matrici pro přepnutí senzoru z OFF do ON 

stavu a zároveň tím, že hydrofóbnější báze lokalizují indikátor do oblastí matrice s menším 

obsahem vody a naopak. „Vyladění“ citlivosti CO2 senzoru výběrem báze o různé délce řetězce 

je navíc možné v matricích HydroThaneTM i pro strukturálně jiné indikátory než je AzaPc, což jsme 

dokázali přípravou a studiem vlastností senzoru s DPP[148] indikátorem v matricí HydroThaneTM 

25 s různými bázemi (TOAH, TBAH nebo TEAH). 
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Obr. 66 Vliv báze na citlivost senzoru při 25 °C (senzor s 5aZn indikátorem v matrici 

HydroThaneTM 25 a bázemi TOAH, TBAH a TEAH).  

 

Na závěr jsme chtěli doložit opravdovou využitelnost senzoru v reálných aplikacích, a 

proto jsme připravili senzor (indikátor 5aZn + HydroThaneTM 25 + TBAH) vhodný pro měření v 

kombinaci s optickým vláknem, umožňujícím vyhodnocení pomocí kompaktního oxygenometru 

(FireStingO2). Tento přístroj je vybaven excitačním zdrojem červeného světla (624 nm) a 

fotodiodou, která detekuje emisi v červené oblasti. Během experimentu jsme naměřeli 

reprodukovatelné zvýšení fluorescence v závislosti na pCO2 (0 – 4,75 kPa) a to v několika cyklech 

(Obr. 67), což je velmi důležité pro reálnou aplikaci. Mimo výše uvedené předvedení reálné 

aplikace senzoru jsme navrhli také dva možné koncepty měření: „Dual Lifetime Referencing“ 

(DLR) technikou (Obr. 68),[172] kdy je do ochranné vrstvy senzoru přidán ještě druhý referenční
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 materiál (silanizované částice egyptské modři).[147] A měření jako „ratiometric 2-wavelenght“, 

kdy do ochranné silikonové vrstvy senzoru je přidán fluorofor (Lemon Yellow), který je necitlivý 

k analytu a vykazuje odlišné emisní spektrum. A tímto způsobem je pak umožněno snímání 

emisních spekter v červené a zelené oblasti pomocí RGB kamery.  

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 67 Dynamická odpověď senzoru (5aZn a TBAH v HydroThaneTM 15) na optickém vlákně 

spojeném s kompaktním oxygenometrem FireStingO2 při 25 °C pro expozici CO2 (0 – 4,75 kPa). 
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Obr. 68 Dynamická odpověď senzoru (5aZn a TBAH v HydroThaneTM 15) obsahujícího 

silanizované částice egyptské modři jako refenční matariál, koncept měření „Dual Lifetime 

Referencing“ (modulační frekvence 4kHz, 25 °C). 
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V rámci projektu byly připraveny nové CO2 senzory využívající AzaPc indikátory 5a-cZn. 

Jako nejoptimálnější indikátor byl zvolen AzaPc 5aZn s jednou fenolovou skupinou. Pro 

imobilizaci indikátorů byly namísto konveční EC matrice zvoleny polyurethanové elastomery pod 

komerčním označením HydroThaneTM 5, 15 a 25 (s 5, 15 a 25 % obsahu vody), jako nejvhodnější 

matrice byl zvolen HydroThaneTM 25. Dále byl nalezen a objasněn vztah mezi lipofilitou bází ze 

skupiny tetraalkylammonium-hydroxidů s různou délkou řetězce. Byl pozorován nárůst citlivosti 

senzoru v řadě TOAH < TBAH < TEAH se zkracující se délkou alkylu báze. Tímto je možné připravit 

senzory citlivé v různém rozsahu pCO2. Tento objev je univerzální, což bylo doloženo přípravou 

senzoru s jinou strukturou indikátoru (DPP). Na závěr byla demonstrována reálná aplikace 

připraveného senzoru založeného na AzaPc indikátoru 5aZn na rozdílných konceptech měření 

s kombinací s optickými vláky spojenými s komerčně dostupným oxygenometrem FireStingO2. 
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8. ZÁVĚR 

 

Tato disertační práce byla věnována detailnímu studiu rozpoznávacích částí 

senzorických AzaPc. V Teoretické části je shrnut současný stav studované problematiky. Zaměřil 

jsem se především na popsání struktur Pc a jim příbuzných AzaPc a jejich absorpční a 

fotofyzikální vlastnosti. Zvláštní pozornost jsem věnoval problematice fluorescenčních senzorů 

a připravil krátký přehled fluoroforů a rozpoznávacích částí s příklady citlivých analytů společně 

s přehledem komerčně dostupných fluorescenčních senzorů pro rozpoznávání kovových 

kationtů a senzorů citlivých k pH. V závěru kapitoly jsou sepsány všechny doposud publikované 

informace tykající se senzorických AzaPc a ovlivnění jejich vlastností. Metodická část je věnována 

přípravě Pc a AzaPc a jejich prekurzorů a metodám použitým pro studium fotofyzikálních 

vlastností. V Experimentální části jsou popsány konkrétní mnou prováděné přípravy prekurzorů 

a cílových AzaPc struktur a postupy při studiu senzorických vlastností AzaPc. Část Výsledky a 

diskuze je pak komentářem ke všem výzkumným projektům, které proběhly při přípravě 

disertační práce. 

První část práce mapuje studium rozpoznávacích částí senzorických AzaPc s cílem 

připravit fluorescenční senzor vysoce selektivní a citlivý k určitému kationtu kovu. Projekt [P1] 

ukázal, že velikost aza-crownu je klíčovým faktorem v selektivním rozpoznávání kationtů 

alkalických kovů. Překvapivě kationty kovů alkalických zemin se vázaly do centra aza-crownu 

mnohem silněji pravděpodobně díky jejich vyšší elektronové hustotě dané dvojmocným 

charakterem, a proto velikost aza-crownu neměla v tomto případě vliv na selektivitu. V práci 

[P2] byla zvýšena rigidita rozpoznávacího centra uspořádáním dvou aza-crownů typu „tweezer“, 

což vedlo ke zlepšení selektivity k určitým analytům. Hlavní nevýhodou senzorů byly však nízké 

kvantové výtěžky fluorescence v ON stavu způsobené nutností blokovat obě donorová centra 

pro ICT. Výše zmíněný problém jsme se snažili překlenout v posledním zatím nepublikovaném 

projektu [P3], kde navrhované senzory měly jen jedno donorové centrum a rigidita byla zvýšena 

pomocí vhodných substituentů (lariatether, další crown) v blízkosti aza-crownu. Připravené 

senzory si zachovaly vysokou selektivitu k K+ případně Ba2+ současně s vysokými hodnotami 

kvantových výtěžků fluorescence v ON stavu, což bylo cílem této série. 

Druhá část práce se týkala studia možnosti použít pH-senzitivní AzaPc jako indikátory 

v CO2 senzorech [P4] a vznikla během mé výzkumné stáže v Rakousku. Pro imobilizaci AzaPc 

indikátorů k podpůrné fólii byly nejprve nalezeny optimální podmínky (matrice, rozpouštědlo, 

báze) a AzaPc indikátor s jednou fenolovou skupinou se ukázal jako nejlepší pro přípravu a 
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studium vlastností „nového“ CO2 senzoru. V rámci projektu byl použit nový typ matric 

založených na polyurethanových elastomerech (HydrothaneTM) se středním obsahem vody (5-

25 %). Velkým překvapením byl pro nás nalezený vztah mezi délkou řetězce báze ze skupiny 

tetraalkylammonium-hydroxidů a citlivostí senzoru k pCO2. Bylo pozorováno, že se snižující se 

délkou alkylového řetězce (vyšší hydrofilita, nižší sterická náročnost) báze roste citlivost k pCO2 

v řadě TOAH < TBAH < TEAH a my jsme takto schopni připravit senzory citlivé v různých 

rozmezích pCO2, což umožňuje připravit senzory pro různé aplikace (monitorování dechu, 

biotechnologie, environmentální monitorování CO2).  V závěru tohoto projektu byla předvedena 

reálná aplikace senzoru přípravou senzorického materiálu a jeho umístěním na optické vlákno 

s vyhodnocením možným pomocí kompaktního fluorimetru. 

Práce na vývoji AzaPc senzorů bude dále pokračovat projektem, kde v aza-crownech 

budou některé atomy kyslíku zaměněny za atomy dusíku nebo síry. U této série je 

předpokládána vyšší citlivost k těžkým kovům (Hg2+, Pb2+, Cd2+) a mohly by tak být velmi 

užitečnými nástroji v environmentálních aplikacích. Mimo jiné je ve spolupráci s kolegy 

z výzkumné skupiny Assoc. Prof. Sergeje Borisova plánována příprava a studium senzorického 

zařízení pro rozpoznávání kationtů kovů využívající AzaPc 3bZn a 4bZn jako indikátory. 
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